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A cabeca é como uma taga: pode estar cheia ou vazia. Se a
cabeca estiver cheia com suas proprias idéias, todas as
maravilhas do mundo serdo indteis: elas derramardo pela
borda, como agua que derrama pelas bordas de um copo ja
cheio. E preciso que haja vazios...

Rubem Alves



RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da inalagdo da fumaca
de cigarros (IFC) na reabsorgao 6ssea da regido de furca de 1% molares inferiores
induzidas por trauma oclusal primario (TO) a partir do aumento da dimensao
vertical (DV) unilateral em ratos Wistar, assim como a influéncia do periodo de
inducdo do TO. Noventa e seis animais foram aleatoriamente divididos em 3
grupos (N=32), segundo o tratamento, e cada grupo foi aleatoriamente dividido em
4 subgrupos (N=8), segundo o periodo de indugdo. Grupo 1 (TO+IFC): animais
submetidos durante 8 minutos a IFC, 3 vezes/dia, por 7, 14, 21 ou 28 dias. Os
periodos de inducdo do TO foram semelhantes aqueles da IFC. Grupo 2 (TO):
subgrupos submetidos a 7, 14, 21 ou 28 dias ao TO. Grupo 3 (Controle Negativo):
semelhantes periodos para obtencdo de dados iniciais. Para deteccdo de
diferencas, foi aplicado o ANOVA two way. Verificando-se diferencas, aplicaram-
se os testes de Tukey para os tratamentos e o de Regressao Polinomial para os
periodos de inducédo. Aos 7 dias verificou-se lesdo por TO no grupo TO+IFC
(p<0,05); aos 14 observou-se lesdo por TO nos grupos TO+IFC e TO (p<0,05),
com maior extensdo em TO+IFC (p<0,05); aos 21 dias houve manutencédo da
lesdo em TO+IFC e TO (p<0,05), ja nado se verificando diferengas significativas
intergrupos; aos 28 dias verificou-se presenga de lesdo em TO+IFC (p<0,05), com
maior reducao de sua extensido, e a manutencao da lesdo em TO (p<0,05), sem
diferenga intergrupos quanto sua extensdo. A Regressdo Polinomial mostrou
resultados significativos entre os periodos de indugdo do grupo TO+IFC e do
grupo TO (p<0,0001). Péde-se concluir que a IFC atua sinergicamente com o TO,
causando uma maior reabsor¢cdo 6ssea em 7 e 14 dias e que o periodo de
inducdo influi significativamente na reabsorcdo 6ssea da regido de furca dos
grupos TO+IFC e TO.

Palavras-chave: Lesdes; trauma; oclusao; periodonto; tabagismo



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cigarette smoke inhalation
(CSI) effect on bone resorption of 1% molars furcation submitted to primary occlusal
trauma (OT) induced by unilateral vertical dimension augumentation (VD) in Wistar
rats, as the influence of OT induction period, using parallel time of CSI. Ninety six
animals were randomly assigned to one of 3 groups of 32 animals per group,
based on treatment type, and each group was divided in 4 subgroups of 8 animals,
based on period of treatment induction. Group1 (OT+IFC) animals were exposed 3
times per day of CSI, during 8 minutes each exposition during 7, 14, 21 or 28 days
and the OT periods were paralleled to CSI. Group2 (OT): each subgroup was
submitted to 7, 14, 21 or 28 days of OT induction. Group3 (Negative Control):
equal period subgroups to baseline values. ANOVA two way was applied to detect
differences. Verifying differences, Tukey test was applied to treatments and
Polynomial Regression to induction periods. Tukey test was statistically significant
(p<0,05) in 7 days between OT+CSI and Negative Control (NC), 14 days between
OT+CSI and OT and between them and NC, 21 days between OT and NC and
between OT e NC and on 28 days between OT+CSI and NC and between OT and
NC. Polynomial Regression showed statistically significant results between the
different induction periods from OT+CSI group and from OT group (p<0,0001). The
results shows that CSI acts sinergically with OT on early periods, 7 and 14 days,
and resorption is time dependent, significantly influencing furcation bone resorption
on OT+CSI and OT.

Key words: Wounds; trauma; occlusion; periodontium; smoking
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1 INTRODUCAO

O trauma oclusal e o tabagismo sao condi¢des que contribuem para que
haja uma alteragdo da homeostase dssea alveolar. Ha, portanto, a possibilidade
de que essas condigbes atuem sinergicamente no processo de perda dOssea
alveolar de dentes nao acometidos por doenga periodontal, podendo o tabagismo
levar a um progndstico menos favoravel quanto a manutencao dos dentes frente a
injuria traumatica.

Trauma oclusal, terminologia segundo posicionamento cientifico de
Cortelli et al. descrito no Glossario da Sociedade Brasileira de Periodontologia
(2005), é o termo utilizado para descrever a lesdo que ocorre no periodonto de
insercdo dos dentes (cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar)
como consequéncia da aplicagdo de forcas oclusais que excedam a capacidade
adaptativa do mesmo. Trauma oclusal, portanto, ndo inicia ou agrava gengivite ou
leva a formagcdo de bolsas periodontais (Ramfjord & Ash Jr, 1981), perda de
insercéo clinica (Jin & Cao, 1992) e recessdes gengivais (Harrel & Nunn, 2004),
sabendo-se que a lesdo causada restringe-se ao periodonto de insercao.

No trauma oclusal ha aplicagdo de forcas alternadas, ndo havendo
tempo para que os tecidos de sustentacdo dos dentes sejam reparados,
diferentemente do trauma do tipo ortodéntico. Ha, portanto, um desequilibrio na
formacao e na reabsorcdo d6ssea, assim como na remodelacdo das fibras do
ligamento periodontal. Os fenémenos verificados durante a movimentagéo
ortodéntica, distinguidos em zonas de pressao e de tensdo (Stahl,1978; Moraes et
al., 1999), convergem em um mesmo sitio no trauma oclusal, levando a reacdes
teciduais semelhantes aquelas percebidas na zona de pressao, porém havendo
um alargamento do ligamento periodontal em toda sua extensdo na tentativa de
adaptacao fisiolégica frente a demanda traumatogénica, resultando na mobilidade
dental (Hallmon, 1999; Lindhe et al., 2005). No trauma oclusal primario, as forcas



oclusais sé&o aplicadas em um dente ou grupo de dentes que apresentam o
periodonto de insercdo de altura normal, ou seja, nos elementos que nao
perderam estruturas de sustentagdo (The American Academy of Periodontology,
1999).

O tabagismo, por sua vez, tem se mostrado um importante marcador de
risco e, possivelmente, um verdadeiro fator de risco para o desenvolvimento de
doenca periodontal (Bosco et al., 2007; Tonetti, 1998; Genco, 1996; César-Neto et
al., 2004). Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude, ha cerca de 1,1 bilhdo de
fumantes no mundo e essa populacdo esta aumentando, principalmente nos
paises em desenvolvimento (WHO, 2003).

A nicotina (Nicotiana tabacum) é uma das substancias toxicas presentes
na fumaca do cigarro. Tem meia-vida curta de aproximadamente 30 minutos e &
convertida em cotinina, seu metabdlito primario. A nicotina é o componente da
fumaga que mais tem sido relacionado com danos periodontais e pode ser
encontrada, assim como a cotinina, na saliva e no fluido crevicular de fumantes
(MCGUIRE et al., 1989). A presenga de nicotina na superficie radicular de dentes
peridodontalmente envolvidos, em fumantes, também foi relatada (CUFF et al.,
1989). A nicotina pode levar a inibicdo da proliferacdo de células ésseas e da
sintese de matriz extracelular (Akmal et al., 2004; Walker et al., 2001), retardando,
assim, a remodelacao 6ssea (Ueng et al., 1997; Hollinger et al., 1999, Gullihorn et
al.,, 2005). Um estudo realizado por Silcox et al. (1995) sugere que 0 0SSO
neoformado, na presenca de nicotina sistémica, tem propriedades mecanicas
inferiores. Acredita-se que a densidade Ossea e o0 conteldo mineral sejam
menores em animais tratados com nicotina (Broulik & Jarab, 1993) e que esta
substancia promova o aumento da producdo de norepinefrina enddgena, que
regula o fluxo sanguineo basal no osso, causando a redugao crbnica do fluxo
sanguineo ésseo ou vasoconstricdo (Feitelson et al., 2003). Estudos histométricos
em ratos demonstraram que injecdes de nicotina aumentaram a perda 6ssea na
regiao da furca de dentes submetidos a inducao de doenca periodontal (Nociti et
al., 2000 e 2001) e ao trauma oclusal (Nogueira-Filho et al., 2004). Porém, estudos



realizados por Stefani et al. (2002) por e Nociti et al. (2002a) demonstraram que
injegbes de nicotina ndo interfrem na cicatrizacdo éssea ao redor de implantes
osseointegrados em tibias de coelhos, o que sugere que outras substancias
importantes além da nicotina estariam envolvidas nos fendmenos que tangenciam
o turn-over 6sseo.

Além da nicotina, a fumaca de cigarro contém outras substancias
toxicas como o mondxido de carbono e o cianeto de hidrogénio, que estédo
relacionadas a uma menor reparagao tecidual (Silverstein, 1992; Haverstoch &
Mandrachia, 1998), enquanto a acroleina e o acetaldeido parecem estar
relacionados com a diminuicao da proliferacdo e da adesao de células importantes
para o processo de cicatrizacao (Cattaneo, et al., 2000). Portanto, um modelo
experimental no qual os animais fossem expostos a todas essas substancias
toxicas expressaria com maior fidedignidade os fenébmenos séricos e sistémicos
passiveis de acontecer em humanos tabagistas.

O trauma oclusal crénico ainda € um paradigma na clinica odontoldgica,
pois ha carater de irreversibilidade da lesédo dssea e, portanto, sua dindmica deve
ser melhor entendida isoladamente ou conjuntamente a fatores de risco que levem
a ruptura da homeostase do o0sso alveolar. Sabendo-se que a nicotina e os demais
componentes da fumaca do cigarro agem diretamente sobre o tecido 6sseo,
pacientes fumantes apresentariam risco potencializado de perda 6ssea frente ao
trauma oclusal. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia da inalacdo da fumaca de cigarros (IFC) no osso alveolar da regiao de
furca de molares de ratos submetidos a periodos semelhantes de trauma oclusal

primario (TO) por interferéncia oclusal unilateral.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tabagismo

O tabagismo é um fator de risco para 6 das 8 principais causas de morte
no mundo (WHO, 2008) e vem sendo considerado um problema de saude publica
ndo somente em paises desenvolvidos, mas também naqueles em
desenvolvimento, como o Brasil (Brasil, 2004). Fumantes tém 70% maior risco de
morte por cancer, doencga cardiovascular ou pulmonar, quando comparados a nao-
fumantes (Beckers & Camu, 1991).

Estima-se que a populacdo tabagista seja cerca de 1,2 bilhdo de
pessoas (McCrady & Epstein,1999) e s6 no Brasil o numero de fumantes atinja 35
milhdes de individuos (Marques et al, 2001). No Inquérito Domiciliar sobre
Comportamentos de Risco e Morbidade Referida de Doengas e Agravos Nao
Transmissiveis, realizado entre 2002-2003 pelo Ministério da Saude (Brasil, 2004),
foi observada uma maior prevaléncia de individuos tabagistas no grupo
populacional com menor escolaridade. Foi observado, ainda, que em pessoas com
idade maior ou igual a 15 anos, residentes em 15 capitais brasileiras e no Distrito
Federal, a prevaléncia de tabagismo variou entre 12,9% e 25,2%, havendo
prevaléncia de tabagismo no género masculino em todas as capitais, atingindo um
valor total de 16,7 milhdes, enquanto um total de 11,2 milhdes de tabagistas do
género feminino foi observado (Brasil, 2004).

Atualmente, estima-se que cerca de 4,9 milhées de morte por ano sejam
provocadas devido ao consumo de tabaco (OMS, 2003) e que até 2020 esse
numero aumente para 8,4 milhdes, sendo, pelo menos desses, 70% ocorridas em
paises em desenvolvimento (WHO, 2001). Percebeu-se, nas ultimas décadas,
uma redugdo percentual de tabagistas do género masculino nos paises
desenvolvidos e um aumento nos paises em desenvolvimento. Quanto ao género



feminino, porém, pdde-se observar um aumento no numero tanto em paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (WHO, 2001).

A fumaca dos cigarros é uma mistura complexa de gases e particulas
provenientes da queima do tabaco, contendo mais de 4000 substancias
potencialmente toxicas (Haverstoch & Mandracchia, 1998), incluindo 43
substancias cancerigenas (U.S. Dept. of Health and Human Services, 1989). A
fase gasosa € composta por monéxido e didéxido de carbono, nitrogénio, oxigénio,
cianeto de hidrogénio, acroleina, acetaldeido, formaldeido (Silverstein, 1992). Na
fase particulada encontram-se agua, nitratos, nitrosaminas, hidrocarbonetos
aromaticos (Hanes et al.,, 1991). A nicotina, por sua vez, € encontrada tanto na
fase particulada quanto na fase gasosa. A nicotina livre, encontrada
principalmente na fase gasosa, € a mais ativa, sendo rapidamente absorvida, o
que intensifica o grau de dependéncia (Robertson & Richard, 1998). Dos 600
aditivos que a industria emprega no tabaco a fim de torna-lo mais palatavel, varios
tém a funcao de liberar mais nicotina, sendo a aménia o mais importante (Kessler,
1994).

A nicotina € a razdo primaria pela qual a populagcdo fuma. Essa
substancia pode ser absorvida através da pele, das mucosas (estomacal e
intestinal) e dos pulmdes, sendo transportada pela corrente sangliinea. Chegando
ao sistema nervoso central (SNC), atravessa a barreira hemato-encefélica e
exerce seus efeitos em cerca de 7 segundos (Taylor, 1996; O’Brien, 1996). Cerca
de 70% da nicotina inalada é metabolizada no figado e, em menor propor¢ao, nos
pulmbes e nos rins (Furtado, 2002). Sua distribuicao nos tecidos é rapida e
apresenta efeito cumulativo no organismo (Focchi, 2003).

O uso crénico da nicotina tem um efeito complexo no corpo humano,
causando, quando de seu uso cronico, dependéncia psicologica e fisica
(Benowitz,1986; Robbers et al, 1997), pois apresenta caracteristicas
neurobioldgicas psico-estimulantes. Esse componente toxico age, especialmente,
sobre centros mesolimbicos, dopaminérgicos colinérgicos e nucleus acumbens,

provocando aumento na producdo de norepinefrina e na liberacao de dopamina e



de outros horménios psicoativos, levando a dependéncia pelas propriedades
euforizantes e ansioliticas (Rosemberg, s/d; Furtado, 2002). A Associagcao
Americana de Psiquiatria classifica a nicotino-dependéncia como uma desordem
mental de uso de substancia psicoativa (American Psichiatric Association, 1980,
1987). Segundo a Classificagdo Internacional de Doencas (CID 10) o tabagismo
tem como principais categorias a Dependéncia de Nicotina (F17) e a Abstinéncia
de Nicotina (OMS, 1993).

Benowitz & Hennigfield (1994) verificaram que a média de concentracao
da nicotina no sangue dos tabagistas dependentes é de 300ng por mililitro. Um
cigarro produz no sangue concentracao em torno de 14ng/ml, chegando a 70ng/mi
nos que fumam cinco cigarros por dia. Desta forma, poderia se estimar niveis de
50 a 70ng/ml como minimos para gerar dependéncia. Esses niveis correspondem
a inalacao diaria de 4mg a 6mg de nicotina.

A nicotina € uma amina tercidaria composta de anéis de piridina e
pirolidina e tem meia-vida curta (Rosemberg, 2004). Na Nicotiana tabacum
encontram-se 0s esterecisomeros mais importantes farmacologicamente, como a
anabasina, anabatina, nornicotina, miosina, N-metilanabasina nicotirina e a
nornicotirina (Rosemberg, 2004). A Nornicotina e a anabasina possuem atividade
semelhante a da nicotina (Rosemberg, 2004). O tipo do tabaco, o modo e a
freqliiéncia das tragadas influem na quantificacao desses alcalbides (Clark et al.,
1965, Grimes & Goddard, 1978). Os mais importantes metabdlitos, quantitativa e
qualitativamente, sdo a cotinina e o Oxido-N-nicotina (Benowitz et al., 1983;
Benowitz, 1998).

Tanto a nicotina quanto a cotinina podem ser detectadas na urina, no
sangue e na saliva. A detecgcdo da nicotina € mais limitada, pois sua meia vida
plasmatica pés-inalagdo é de 30 a 60 minutos (Furtado, 2002), podendo chegar
até 2 horas (Focchi, 2003). Ja a meia vida plasmatica da cotinina prolonga-se em
média por 36 a 40 horas e as vezes até mais, podendo ser detectada muitas horas
apds a cessagao do fumo (Armitage, 1965, Benowitz, 1998, Benowitz et al., 1983).

Em fumantes ativos ou passivos, os niveis de concentracdo de cotinina sao



lineares com as quantidades de tabaco consumidas e com o grau de exposicao a
poluicdo tabagica ambiental pelos fumantes passivos (Armitage, 1965, Benowitz,
1998, Benowitz et al. 1983, Curvall et al. 1990, Davis et al.1991, Feyerebend et al.
1985).

O Monéxido de carbono (CO) corresponde a cerca de 4% da fumaca de
cigarro (Haverstoch & Mandracchia, 1998). E um gas téxico inodoro, incolor,
insipido e nao-irritante que interfere no transporte de oxigénio sanguineo e no seu
aproveitamento. A afinidade da hemoglobina (Hb) pelo CO é cerca de 220 vezes
maior do que pelo oxigénio (Klaasen, 1996). Mesmo em concentragdes baixas de
CO alveolar, fumantes apresentam niveis significativos de carboxihemoglobina
(COHb) (5-15% em fumantes; 0,5 a 3% em nado-fumantes), devido ao
metabolismo da Hb e a poluicdo atmosférica (Beckers & Camu, 1991). O CO
somente é eliminado através da respiracao, compondo com a Hb uma ligacao
bastante estavel, que pode ser detectada apds o ébito do paciente (Klaassen,
1996). Esse conjunto de fendémenos, por reduzir a disponibilidade de oxigénio nos
tecidos lesionados, pode interferir diretamente no reparo tecidual (Sherwin &
Gastwirth, 1990).

O cianeto de hidrogénio é uma substancia incolor e altamente tdxica
presente na fumaga do cigarro. Foi utilizado na Il Guerra Mundial como agente
genocida (Martin, 2008) e é também usado como inseticida. Quando absorvido,
reage com o ferro trivalente da citocromo oxidase na mitocéndria. A respiracado
celular é entdo inibida, resultando em acidose latica e hipdxia citotdxica (Klaasen,
1996). Essas alteracdes enzimaticas na respiracdo celular podem prejudicar o
processo de reparo dos tecidos (Mosely & Finseth, 1977)

Os aldeidos, componentes volateis presentes na composicédo da fumaca
de cigarros, sdo hidrocarbonetos formados a partir da combustdo incompleta do
tabaco e por oxidacado pela luz solar (Klaassen, 1996). O acetaldeido, produto
inicial da oxidagdo do etanol, e a acroleina, importante metabdlito da
ciclofosfamida (Brock, 1976), sdo potentes substancias toxicas, mesmo quando
em pequenas quantidades (Huber et al., 1991). Tais aldeidos mostraram-se



citotdxicos e genotdxicos em culturas de células bronquiais humanas e
fibroblastos (Grafstrom et al., 1994).

O tabagismo pode levar a diversas afec¢gdes como cancer de pulmao,
acidentes vasculares cerebrais, aneurismas, doenca arterosclerotica, Ulceras,
osteoporose, bronquite, reducdo do peso fetal, antecipacdo da menopausa,
descolamento prematuro de placenta, sangramentos e aborto, entre outros
(Orleans & Slade, 1993).

Em Odontologia, o tabagismo tem sido relacionado a diversos eventos
negativos tais como: fator de risco para cancer bucal (Cruz et al., 2002), maior
severidade e incidéncia de doenga periodontal (Kerdvongbundit & Wikesjo, 2002),
menor ganho de insercdo apds terapia periodontal (Scabbia et al., 2001),
dificuldades na reparacédo de enxertos 6sseos (Jones & Triplett, 1992; Kan et al.,
1999), inadequado preenchimento sanglineo dos alvéolos dentarios pds-extracao
(Meechan et al., 1988), menor taxa de sucesso de implantes de titédnio (Bain &
Moy, 1993; De Bruyn & Collaert, 1994) e maior perda 6ssea ao redor de implantes
ja osseointegrados (Haas et al, 1996; Lindquist et al, 1996). Dentre esses
eventos, destaca-se a influéncia do tabagismo sobre a doenca periodontal, uma
das patologias mais freqientes em individuos adultos, e sobre o progndstico dos
implantes de titdnio, uma vez que essa opc¢ao terapéutica é relativamente nova e
tem sido amplamente utilizada como solugéo protética nos dias de hoje. Embora
alguns estudos clinicos e histologicos ja tenham relatado associagdes entre
consumo de cigarros e uma maior severidade da doenca periodontal e piores
taxas de sucesso de implantes osseointegraveis, pouco foi estudado sobre a inter-
relacdo do tabagismo com injurias nao-infecciosas do periodonto de insergéo.

A fumaca ambiental de cigarros (FAC) é um dos principais contribuintes
para 0 aumento da concentracdo e da exposicdo a particulas em ambientes
fechados. E composta por uma mistura da fumaca produzida pela combustéo do
tabaco e por aquela exalada pelos fumantes. Comprovadamente, muitos de seus
compostos quimicos sdo toxicos ou cancerigenos e sua inalagdo pode causar

varios danos a saude (Nazaroff & Klepeis, 2004; WHO, 2000). O ar poluido pela



FAC contém, em média, trés vezes mais nicotina, trés vezes mais monoxido de
carbono, e até cinglienta vezes mais substancias cancerigenas do que a fumaca
que entra pela boca do fumante depois de passar pelo filtro do cigarro (INCA,
2008).

Estima-se que existam cerca de 2 bilh6es de fumantes passivos no
mundo, dos quais 700 milhdes sao criancas (Organizacibn Panamericana de
Salud, 2000). E comprovado que nédo existem niveis seguros de exposicdo a FAC
e que mesmo contato por curtos periodos é capaz de desencadear lesdes
cardiovasculares e contaminagao expressiva por substancias cancerigenas entre
nao-fumantes.

A exposicdo a FAC pode causar doengas cardiacas, observando-se
inflamagcéo e alteragbes agudas no endotélio, vasoconstricdo e aumento da
capacidade de agregacao das plaquetas. Isso pode desencadear manifestacoes
agudas de doencgas cardiovasculares, como infarto e tromboses, principalmente
em pessoas que ja sofrem de sindromes coronarianas agudas (Raupach et al.
2006). Os efeitos da FAC sobre o sistema cardiovascular geram riscos
proporcionalmente altos para uma baixa exposicdo e sao comparaveis ao
tabagismo crénico, equivalente aos riscos de fumantes ativos consumidores de um
a nove cigarros por dia (Pitsavos et al., 2002, Barnoya et al., 2005). Pode-se
verificar, ainda, doencas pulmonares em adultos e uma piora nos riscos de
infecgbes respiratorias agudas, otites médias, asma brénquica e problemas no
desenvolvimento pulmonar em criancas, principalmente nas asmaticas. Verifica-
se, também, o aumento do risco de morte subita infantii e, em gravidas, a
exposicdo esta relacionada a diminuicdo do peso do recém-nascido. Ha
evidéncias de que a FAC esteja relacionada ao cancer nasal e ha comprovada
relacdo entre exposicao e morbidade/mortalidade por cancer de pulmao e doencas
cardiovasculares (WHO, 2007).

Substancias cancerigenas como NNK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-
1-butanona), carcinégeno pulmonar especifico do tabaco encontrado na urina de
tabagistas, sdo detectadas na urina de nao fumantes imediatamente apds o



contato com a FAC e sua concentracdo aumenta em 6% por cada hora de
exposigao (Stark et al., 2007). Segundo Seelig et al. (2005), uma exposicao média
a 75ug/m? de particulas suspensas respiraveis da FAC, durante oito horas por dia,
260 dias por ano, ao longo de 40 anos (convivéncia continua com fumantes,
exposicao profissional ou doméstica) corresponde a um risco de uma morte em mil
por cancer de pulmao e de uma em cem por doencgas cardiovasculares.

Estudos vém sugerindo que a fumaga de cigarros pode levar a
destruigédo tecidual devido a seus efeitos toxicos diretos ou agindo indiretamente,
sendo responsavel pela iniciacao da resposta inflamatéria.

2.1.1 Estudos in vitro

Ramp et al. (1991) estudaram o efeito da nicotina sobre culturas de
células do tipo osteoblasto. Os resultados mostraram que a nicotina inibiu a
atividade da fosfatase alcalina e a sintese de colageno num padrdao dose-
dependente. Nao foram observados efeitos da nicotina sobre as proteinas nao-
colagénicas e os autores observaram uma estimulagéo da sintese de DNA.

Fang et al. (1991) examinaram os efeitos da nicotina sobre a
proliferacdo de osteoblastos e sobre a atividade de fosfatase alcalina. Observaram
que a nicotina inibiu a proliferacédo celular e estimulou, de forma dose-dependente,
a atividade de fosfatase alcalina.

Yuhara et al. (1999) estudaram o efeito da nicotina sobre o metabolismo
0sseo. Para tanto, os autores avaliaram culturas de células osteogénicas clonais
da calvaria de ratos (ROB-C26) e de células pré-osteoblasticas da calota de
camundongos (MC3T3-E1), assim como células do tipo osteoclasto formadas
durante a co-cultura de células da medula de camundongos e células clonais do
estroma da medula de camundongos (ST2). A nicotina estimula, de forma dose-
dependente, a proporcao dos depdsitos de calcio através das células ROB-C26,
assim como a atividade de fosfatase alcalina dessas células. Poréem, ambas as
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atividades mostraram-se reduzidas nas células MC3T3-E1 quando expostas a
nicotina. Esses resultados demonstram que a nicotina afeta a diferenciacao
osteoblastica em células tipo osteoblasto. A nicotina reduz, de forma dose-
dependente, a formacéo de células TRAP-positivas e a formac¢ao de buracos em
discos de dentina, ambas caracteristicas tipicas de osteoclastos. Os resultados
dos autores sugerem que a nicotina exerce efeitos significativos no metabolismo
de osteoblastos e osteoclastos cultivados.

Liu et al (2001) estudaram o comportamento de células
osteoprogenitoras, colhidas por aspiracao do 0osso medular da crista do iliaco, de 3
doadores saudaveis, em meios expostos a extratos da fumaca de cigarros (EFC).
As células osteoprogenitosas foram separadas, isoladas e cultivadas em culturas
de gel mono ou tridimensional de colageno tipo I. Em ambas as culturas, através
de suplementos osteogénicos, as células osteoprogenitoras poderiam ser
estimuladas a se diferenciarem em células tipo osteoblasto. Os autores
observaram que EFC inibiu a proliferagéo de células osteoprogenitoras incubadas
em condicées controle e naquelas incubadas na presenca de suplementos
osteogénicos em uma concentracdo dose-dependente. EFC foi capaz de inibir a
diferenciacao, monitorada pela atividade da fosfatase alcalina e pelo acumulo de
célcio. Observaram, também, que os efeitos inibitérios observados na cultura do
gel mono-dimensional foram mais pronunciados do que no gel tri-dimensional. Os
efeitos observados foram reversiveis, mostrando que a inibicdo celular nao foi
desencadeada por toxicidade nao-especifica ou morte celular. Os mesmos efeitos
foram observados quando usadas células do tipo osteoblasto obtidas de
osteosarcomas.

Gullihorn et al. (2005) estudaram in vitro o efeito de diferentes doses de
nicotina e de extrato condensado de fumaca de cigarro em células MC3T3-E1 tipo
osteoblastos. Os autores verificaram variacbes no grau de resposta entre os
preparos celulares. A nicotina estimulou de forma dose-dependente o metabolismo
0sseo celular de todas as amostras, sendo detectado a partir do aumento dos
niveis de atividade de fosfatase alcalina e aumento no total de proteinas e de
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sintese de colageno. As respostas foram verificadas ja em baixas concentracoes
de nicotina (12,5ng/ml, metade da nicotina circulante encontrada em pacientes
fumantes). Os preparos com extrato condensado de fumaca de cigarros que
possuiam concentragbes semelhantes de nicotina reduziram a todos os niveis de
atividade metabdlica, mostrando efeito inibitério. Os autores especulam em sua
conclusdo que o retardo observado na cicatrizacdo clinica de traumas
esqueléticos em pacientes fumantes pode ser em parte resultado da absorcao de
outros componentes do cigarro além da nicotina.

Tanaka et al. (2006) avaliaram o efeito da nicotina e do
lipopolissacarideo (LPS) sobre a expressao do fator estimulador de colénia de
macréfagos (M-CSF), da osteoprotegerina (OPG) e da prostaglandina E2 (PGE2)
em osteoblastos e o efeito indireto da nicotina e do LPS de bactérias GRAM
negativas sobre a formacado de osteoclastos. Os osteoblastos humanos foram
tratados somente com nicotina € com nicotina associada a LPS. A expressao
génica e protéica de M-CSF e OPG foram determinadas por PCR real-time e
ELISA, respectivamente. A expressdao de PGE2 foi determinada por ELISA. A
expressao de osteoclastos foi estimada pelos niveis de fosfatase acida resistente
ao acido tartarico (TRAP) e pelo receptor soluvel do ativador NF-Kappa (RANKL).
A expressao de M-CSF e PGE2 aumentou em células cultivadas com nicotina e
LPS, quando comparadas com as que foram cultivadas apenas com nicotina. A
expressdao de OPG aumentou no estagio inicial da cultura com nicotina e LPS,
mas diminuiu no estagio final. O meio contendo M-CSF e PGE2 produzido pelos
osteoblastos humanos tratados com nicotina e RANKL soluvel, aumentou a
marcacao de osteoclastos TRAP positivos, comparados com aquele produzido
pelo tratamento somente com nicotina. Os resultados sugerem que a nicotina e o
LPS estimulam a formacao de osteoclastos por meio de um aumento na producao
de M-CSF e PGE2 e essa associacdo produz um maior estimulo quando
comparado o efeito da nicotina isolada.

Kamer et al. (2006) investigaram duas formas pelas quais o tabaco
poderia influenciar no metabolismo 6sseo: proliferacdo de osteoblastos induzida

12



por nicotina e a secrecao de citocinas induzida pela nicotina observada nos
osteoblastos. Os autores usaram nesse estudo dois modelos de células
osteoblasticas, um derivado do osso da calvaria de camundongos e o outro de
osteoblastos humanos. Ensaios imunes foram usados para avaliar a proliferacao
celular e a secrecao de interleucina 6 (IL-6) e de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a). Os resultados revelaram que a nicotina induziu estimulagdo e inibicao
nos dois modelos de células. Nos osteoblastos humanos, os efeitos proliferativos e
inibitérios foram doador-dependentes. A secrecdo de IL-6 mostrou diferentes
padroes nos diferentes tipos celulares. Nos osteoblastos originarios de
camundongos, a nicotina aumentou significantemente a secrecdo de IL-6. Nos
osteoblastos humanos, as células derivadas de um dos individuos nao
responderam a nicotina. No entanto, na segunda amostra a nicotina aumentou a
secrecado de IL-6 e o tratamento com estradiol n&o inibiu o efeito da nicotina.
Nessas células, a nicotina ainda induziu um aumento na secrecdo de TNF-a. Os
resultados sugerem que a nicotina afeta o metabolismo désseo modulando a
proliferacao celular e a secrecéo de IL-6 e TNF-a e ainda constitui uma possivel
explicagdo para as diferencas na taxa de perda 6ssea entre individuos tabagistas
que recebem terapia de reposicdo hormonal.

Alguns estudos tém sido realizados a fim de investigar os efeitos da
fumaca de cigarro e seus componentes sobre os fibroblastos, cuja fungéo é critica
no metabolismo do tecido conjuntivo e na reparacao tecidual.

Tipton & Dabbous (1995) estudaram o efeito da nicotina na proliferacéo
de fibroblastos gengivais de individuos saudaveis e sem inflamagédo gengival, na
producéo de fibronectina e no turnover do colageno tipo I. Os autores verificaram
que a nicotina em concentracdes maiores que 0,075% causa morte celular e em
concentracdes de 0,075-0,05% causa vacuolizagdo transitéria dos fibroblastos.
Em concentracbées de 0,001-0,075% a nicotina inibe a proliferacao de fibroblastos
significativamente. A producdo de fibronectina e de colageno tipo | foi
significativamente inibida em concentracées 20,05% e concentracbes = 0,025%
de nicotina foram capazes de aumentar significativamente a atividade de
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colagenase. Os resultados desse estudo sugerem que mesmo em baixas
quantidades, a nicotina consumida no tabaco é capaz de aumentar a destruicdo
gengival nos pacientes fumantes com gengivite.

James et al. (1999) investigaram a agéo da nicotina e do seu metabdlito
primario, a cotinina, sobre culturas de fibroblastos do ligamento periodontal
humano (FLP). Os resultados revelaram que a nicotina inibiu a adesdo e o
crescimento dos FLP em todas as concentracbes estudadas (>1mg/ml e >0,5
mg/ml). Ja a cotinina parece inibir o crescimento e adesdo dos FLP na maior
concentracao estudada (10ug/ml), porém esse resultado nao apresentou diferenca
estatisticamente significante.

Giannopoulou et al. (1999) mostraram os efeitos adversos da nicotina
sobre varias funcbes dos fibroblastos do ligamento periodontal. Os autores
avaliaram o efeito de concentracdes variadas de nicotina (5ng a 250ug/ml) sobre
proliferacao, inser¢ao, producao de fosfatase alcalina e quimiotaxia. Foi verificada
uma inibicdo dose-dependente da proliferacdo celular em concentragdes
2100ng/ml. Resultados semelhantes foram verificados com relagdo a adesao das
células na superficie plastica, sendo mais nitido ap6s 6 horas de incubacao. A
atividade de fosfatase alcalina e a quimiotaxia decresceram significativamente de
maneira concentracdo-dependente. Os resultados sugerem explicar em parte o
aumento da incidéncia e da severidade da doenca periodontal crénica em
fumantes.

Cattaneo et al. (2000) avaliaram os efeitos de dois aldeidos encontrados
na fumaga do cigarro: acetaldeido e acroleina. Cultivaram fibroblastos gengivais
de pacientes sem sinais de inflamacédo gengival e incubaram as células na
presenca de diferentes concentracbes desses aldeidos, avaliando as amostras
apo 3 horas e ap6s 5 dias. A acroleina e o acetaldeido provocam uma inibicdo da
adesao e da proliferacao celular dose-dependentes. O efeito citotdxico, porém, foi
revertido em média 3 dias apds a remocgao das substancias.

Rota et al. (2001) avaliaram o efeito de componentes da fase volatil da
fumaca de cigarro, acroleina e acetaldeido, sobre o citoesqueleto de fibroblastos
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gengivais (FG). Para tanto, foram utilizados FG obtidos de individuos saudaveis
com gengiva ndo inflamada. As células foram incubadas em 3 diferentes
concentragdes de acroleina e acetaldeido. Os autores verificaram que ambas as
substancias produziram efeitos similares, resultando numa inibicdo da adeséao dos
FG de forma dose-dependente. O dano ao citoesqueleto consistiu na alteragao da
forma celular. Os resultados sugerem que a acroleina e o acetaldeido dificultam a
adesao celular em fungéo de sua capacidade de ligagéo ao citoesqueleto.

Gamal & Bayomy (2002) cultivaram fibroblastos do LP de pacientes
fumantes e com doenca periodontal. Os autores cultivaram as células nos
segmentos radiculares dos dentes extraidos e verificaram que as amostras de
fibroblastos dos grupos que fumavam até 19 cigarros por dia e 20 ou mais cigarros
mostraram-se menos aderidas a superficie da raiz quando comparada com 0s

grupos controle positivo e ndo-fumantes.

2.1.2 Estudos in vivo

O tabagismo é considerado um fator de risco verdadeiro para o
desenvolvimento da doenca periodontal (Bosco et al., 2007; Tonetti, 1998; Genco,
1996; César-Neto ef al., 2004). Existe na literatura uma relacdo clara entre
severidade e extensdao da doenca periodontal e a influéncia direta do tabagismo
no agravo dessa condicdo. Autores mostraram, em estudos clinicos, que
pacientes fumantes e com doencga periodontal possuem reabsor¢ao 6ssea alveolar
mais extensa e severa (Grossi et al., 1995; Norderyd & Hugoson 1998), bolsas
periodontais mais profundas e maior nimero de dentes com envolvimento de furca
(Johnson & Bain, 2000; Peterse, 2003a) e apresentam maior perda de insercao
clinica do que quando comparados a individuos ndo-fumantes e ex-fumantes,
sugerindo, ainda, uma acao local dos cigarros, sendo os sitios mais acometidos a
lingual dos dentes superiores e os dentes inferiores (Haffajee & Sockransky,
2001). Porém, estudos quanto ao mecanismo de acao dos cigarros sobre as
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estruturas do periodonto, interferéncia no metabolismo desses tecidos e na
resposta imune dessas estruturas enquanto da verificacdo da saude periodontal
séo ainda pouco elucidadas.

Modelos animais tém sido propostos para avaliagao histologica e celular
das interacdes da IFC na resposta tecidual.

Terashima et al. (1997) estudaram o efeito da inalagdo da fumaca de
cigarros (IFC) em coelhos sobre a taxa de producdo e a disponibilizacdo de
leucécitos polimorfonucleares (PMN) da medula éssea até a circulagdo sanglinea
periférica. Os animais foram expostos a IFC por 2 semanas. Os autores usaram
para marcagao celular 5-bromo-2-deoxiuridase, marcando-as em sua divisdo. Os
resultados mostraram que a exposi¢cao crénica a IFC promoveu uma reducao
significativa do tempo de transito dos PMN através da medula para a circulagdo
periférica (p<0,001) pela redugdo do tempo no transito da fase pdés-mitética
(p<0,001). Porém, tanto nos pools mitdtico e pos-mitdtico, observaram-se
aumentos significativos no numero de PMN. Os autores concluem que essas
mudancas contribuem para a observacao de leucocitose em fumantes.

Vanscheeuwijcka et al. (2002) avaliaram o potencial de toxicidade da
inalacdo da fumaca principal da mistura dos cigarros com (teste) ou sem adicao
(controle) de ingredientes ao tabaco. No total, 333 ingredientes, utilizados
comumente no manufaturamento de cigarros foram avaliados e distribuidos em 3
grupos diferentes. Dentre os ingredientes, foram estudados flavorizantes,
corantes, mentol e invélucros. Cada grupo de ingredientes foi introduzido em baixa
e alta dose para que os testes de toxicidade fossem realizados. Os autores ndo
observaram quaisquer alteragdes da toxicidade da fumaca dos cigarros inalada
pelos animais, mesmo com adi¢cdo de altas doses dos ingredientes, quanto a
producdo de enzimas hepaticas ou quanto a desordens hematolégicas, como
reducao de leucécitos. Os dados indicam que a adicdo desses 333 ingredientes
comumente usados na industria de tabaco nao foi capaz de alterar a toxicidade da
fumaca produzida pelos cigarros.
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Benatti et al. (2005) estudaram histometricamente o impacto da IFC e
da administracao de nicotina injetavel (NI) no processo de cicatrizacao periodontal
na auséncia de biofilme em ratos em que se confeccionaram defeitos do tipo
fenestracédo, havendo exposicao radicular e raspagem do cemento e do ligamento
periodontal. Os autores dividiram 42 animais em 3 grupos: Grupo 1 (n=14),
controle; Grupo 2 (n=14), com injecoes subcutaneas de nicotina, 2 vezes por dia;
Grupo 3 (n=14), com 3 exposicdes diarias a IFC, durante 8 minutos cada. Os
defeitos foram criados apds 30 dias prévios de IFC ou NI. O periodo experimental
foi de 51 dias. Os autores verificaram que o grupo IFC foi associado a uma menor
densidade d6ssea e a um menor preenchimento 6sseo quando comparado ao
grupo controle e NI, concluindo que a IFC reduz a capacidade de cicatrizagéo
periodontal.

César-Neto et al. (2006) avaliaram histometricamente a influéncia da
inalacdo da fumaca de cigarros (IFC) sobre o osso alveolar da regido de furca de
ratos. Os autores utilizaram 60 animais, aleatoriamente divididos em um dos
grupos: Grupo 1 (n=15) animais que ndo foram submetidos a IFC durante o
periodo experimental; Grupo 2 (n=13) animais expostos a 2 meses de IFC; Grupo
3 (n=16) animais submetidos a 3 meses de exposicdo a IFC e 2 meses
consequentes sem exposicao; Grupo 4 (n=16) animais submetidos a 5 meses de
exposicado a IFC. Os animais foram submetidos a IFC 3 vezes por dia, por
periodos de 8 minutos em cada exposicado . Os dados obtidos demonstraram que
0s animais que foram expostos continuamente a IFC apresentaram uma menor
proporcao de tecidos mineralizados (grupos 2 e 4) quando comparados aos
animais dos grupos controle e suspensao da IFC (grupos 1 e 3). Niveis
semelhantes de tecido mineralizados foram observados nos animais dos grupos 1
e 3, mostrando que a interrupcdo da exposicdo a IFC traz beneficio a
mineralizagao tecidual.

El-Zawawy et al. (2006) testaram a hip6tese que a IFC atrasa a
condrogénese apds aplicacdo de um modelo de fratura de tibia em ratos. Os
animais foram expostos a IFC de 2 cigarros sem filtro por dia, iniciando 30 dias
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prévios a confeccdo da fratura 6ssea e continuando segundo os periodos de
sacrificio de cada grupo. Os animais foram sacrificados 7, 14 e 28 dias apés a
cirurgia. O grupo exposto a IFC exibiu, no dia 7, uma redugdo na coloragao para
colageno tipo Il, quando comparado ao grupo controle. A partir do dia 14, houve
uma reversao desses resultados, havendo uma maior expressao de colageno tipo
Il no grupo exposto a IFC. Quanto a coloracdo para antigenos nucleares de
células proliferativas, no dia 7, foram notados os mesmo valores quantitativos para
ambos o0s grupos, mas mudancas celulares qualitativas foram observadas,
mostrando-se maiores as células do grupo exposto a IFC. No dia 14 eram
verificadas comumente essas células no grupo exposto a IFC, enquanto no grupo
controle elas eram raras. Histologicamente e histometricamente, os autores
verificaram que o calo ésseo observado nos animais expostos a IFC do grupo 7
dias era menor e com menos matriz cartilaginosa comparada ao controle; no dia
14, a condrogénese era mais evidente no grupo exposto a IFC e maiores
quantidades de osso foram verificadas no grupo controle. Aos 28 dias, analise
radiografica mostrou uma maior extensdo do calo ésseo nos animais expostos a
IFC. Os resultados sugerem que os animais expostos a IFC sofrem um atraso na
remodelacao éssea quando comparados ao grupo controle.

Estudos radiograficos em humanos tém sido propostos para avaliacao
da influéncia do tabagismo nas estruturas 6sseas.

Bergstrom et al. (1991) avaliaram radiograficamente, a partir da técnica
interproximal, a influéncia do tabagismo na altura da crista alveolar de pacientes
com saude periodontal. Os autores avaliaram a distancia da juncao cemento-
esmalte (JCE) até o septo interdental (Sl). Duas radiografias foram realizadas,
uma no baseline e outra 3 anos apds. Os dados obtidos mostraram que a
distancia da JCE ao Sl foi significativamente maior nos pacientes fumantes e que
parecia haver um efeito dose-dependente. Os autores concluiram que a
reabsorgdo 6ssea observada em fumantes ndo estava correlacionada a infecgao

por biofilme.
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Ward & Klesges (2001) fizeram uma metanalise de 86 estudos
transversais e prospectivos em humanos que relatavam quantitativamente
medidas Osseas (raios-x, absorpiometria ou tomografia computadorizada),
objetivando determinar a magnitude e os mediadores de associagcdo entre
tabagismo e massa éssea (vertebral, quadril, antebraco e calcaneo). Pacientes
fumantes apresentaram significativamente maior reducdo de massa éssea que 0s
nao-fumantes e os ex-fumantes em todos os sitios 6sseos avaliados, observando-
se um pronunciamento quando as comparagdes foram realizadas no osso do
quadril. Os efeitos mostraram-se de forma dose-dependente e maiores no género
masculino e em idosos, além de sugerirem que a suspensao do habito tem uma
influéncia positiva na massa 0ssea.

Baljoon et al. (2004) realizaram um estudo com radiografias periapicais
de uma mesma populagcdo em um intervalo de 10 anos, avaliando a presenca e a
extensao de reabsorcdo 6ssea vertical, avaliando uma possivel associacdo com o
tabagismo. Os autores verificaram uma prevaléncia de defeitos verticais em 1982
de 47% para fumantes, 49% ex-fumantes e 24% n&o-fumantes. Em 1992, as
prevaléncias foram de 42%, 28% e 19% para fumantes, ex-fumantes e nao-
fumantes, respectivamente. Em ambas as avaliacbes, a prevaléncia foi
significativamente maior em fumantes. A severidade dos defeitos verticais, ap6s o
controle para idade, também foi significativamente associada ao tabagismo. Os
autores concluiram que risco associado ao tabagismo aumentou
significativamente de 1982 para 1992.

Rosa et al. (2008) avaliaram o efeito do tabagismo no osso alveolar de
adultos jovens por meio de radiografias digitais pela técnica bitewing. Foram
inclusos 81 alunos de Odontologia que nao apresentavam periodontite, dos quais
42 eram fumantes. Quanto aos critérios clinicos avaliados, os autores verificaram
que o indice de placa, o indice gengival, nivel de insercao clinica e recessao
gengival foram significativamente maiores nos fumantes. Os individuos fumantes
apresentaram valores significativamente reduzidos quanto a analise densiométrica

de imagem no baseline, 180 dias, 365 dias e 545 dias, decrescendo durante os
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periodos avaliados. Através de subtracdo radiogréafica, verificou-se que os
pacientes fumantes apresentaram média percentual significativamente reduzida de
sitios com diminuicdo da densidade déssea. Em fumantes, esses sitios com
densidade reduzida aumentaram significativamente nas avaliacdes feitas em 365
e 545 dias. Os autores concluem que o tabagismo exerce efeitos clinicos
periodontais na altura e na densidade 6ssea alveolares, atuando como um fator de
risco potencial na reabsorgao 6ssea, mesmo que em pacientes novos e com baixo
consumo de cigarros.

Saldanha et al. (2006) investigaram radiograficamente o efeito do
consumo de cigarros nas dimensdes de processos alveolares maxilares de sitios
submetidos a exodontias. As radiografias foram realizadas 7 e 180 dias pds-
cirurgia. Seis meses apds a intervengdo, a avaliagcdo intra-grupo mostrou que
ambos 0s grupos apresentaram redugdo significativa na altura do processo
alveolar. O grupo de pacientes fumantes apresentou reducao significativa na
densidade, espessura e extensdao éssea apical pré-existente. Na avaliagéo
intergrupo, foram verificados valores significativamente menores com relagédo a
densidade e extensao 6ssea apical pré-existente no grupo de pacientes fumantes.
Os autores verificaram que houve uma redugdo dimensional significativa no
rebordo alveolar e que a ha um atraso no processo cicatricial do alvéolo pds-

exodontia em fumantes.

2.2 Trauma Oclusal

Trauma oclusal ou, como definido segundo posicionamento cientifico de
Cortelli et al. descrito no Glossario da Sociedade Brasileira de Periodontologia
(2005), trauma oclusal é o termo utilizado para descrever a lesdo que ocorre no
periodonto de inser¢cdo dos dentes (cemento radicular, ligamento periodontal e
0sso alveolar) como consequliéncia da aplicacao de forcas oclusais que excedam a
capacidade adaptativa do mesmo. Outras denominacdes terminoldgicas podem,
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ainda, ser encontradas na literatura: oclusao traumatica; oclusao traumatogénica;
traumatismo periodontal; sobrecarga (Lindhe et al., 2005).

Distinguem-se dois fendmenos no periodonto de insergéo frente a forgca
oclusal (Stahl,1978; Moraes et al., 1999), sendo o ligamento periodontal e 0 0sso
alveolar os dois tecidos do periodonto de sustentacdao mais envolvidos (Tabela 1 e
2).

Tabela 1 — Caracteristicas das zonas de pressao (Fonte: Stahl, 1978; Moraes et
al., 1999).

ZONA DE PRESSAO
Ligamento Periodontal

= Diminuigéo do calibre dos vasos

= Deslocamento dos vasos para a superficie éssea

»= Diminuigdo do numero de fibroblastos

= Reducao do metabolismo celular, porém sem haver sua supressao

= Desarranjo das fibras principais do ligamento periodontal na porcao média e
mais proxima ao 0Sso

= Fibras de Sharpey do cemento regulares

= Se nao houver tempo para remodelagéo periodontal quando da aplicagédo das
forcas, ha obliteracdo dos vasos e ocorre o processo de hialinizacédo e
necrose das fibras periodontais, vasos, matriz e células, ndo permitindo que
haja uma adaptacao histofuncional do periodonto

Osso Alveolar

= Migracdo de osteoclastos para a superficie do osso alveolar (reabsorcao
Ossea direta)

= Aumento da atividade metabdlica dos osteocalstos (Figura 3)

= Se nao houver tempo para remodelacao periodontal quando da aplicacao das
forcas ocorre reabsorcao 6ssea indireta, havendo proliferagdo de osteoclastos
nos espagos medulares devido a menor pressdo, levando a um
“socavamento” 6sseo, conhecido como reabsorcido 6ssea indireta ou minante.

Cemento

Reabsorgao frente a hialinizagdo
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Tabela 2 — Caracteristicas das zonas de tensao (Fonte: Stahl, 1978; Moraes et al.,
1999).

ZONA DE TENSAO
Ligamento Periodontal

= Aumento do calibre dos vasos

= Deslocamento dos vasos para a por¢gao media do ligamento periodontal
= Aumento do numero de fibroblastos

= Aumento do metabolismo celular, principalmente junto ao lado 6sseo

= Distencéo das fibras do ligamento periodontal

Osso Alveolar

Aumento do nimero de osteoblastos
Aumento da atividade metabdlica dos osteoblastos
= Aposicado éssea

Cemento

= Por vezes, ocorre aposi¢ao de cemento

Dos trés componentes do periodonto, como acima observado, 0 0Sso
alveolar e o ligamento periodontal s&o os tecidos que mais sofrem remodelacao.
Gracas aos fendmenos descritos, ocorre a remodelacdo periodontal, havendo
constante reinsercao das fibras de Sharpey frente as demandas mecanicas, o que
permite a manutencdo da articulagdo dento-alveolar quando mantida a
homeostase funcional. No trauma oclusal, porém, sdo aplicadas forgcas alternadas,
nao havendo tempo para que os tecidos de sustentacdo sejam reparados,
diferentemente do trauma do tipo ortoddntico. Ha4 um desequilibrio na formacao e
na reabsorcao éssea, assim como na remodelacdo das fibras do ligamento
periodontal. Portanto, os fendémenos verificados durante a movimentagédo
ortodéntica, individualizados em zonas de pressao e de tensao, coincidem em um
mesmo sitio no trauma oclusal, levando a reacées teciduais semelhantes aquelas
da zona de pressdo. Entretanto, verifica-se um alargamento do ligamento

periodontal em toda sua extensdo na tentativa de adaptacao fisioldgica frente a
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demanda traumatogénica, resultando na mobilidade dental (Hallmon, 1999; Lindhe
et al., 2005).

Trauma de oclusal, portanto, ndo inicia ou agrava gengivite ou leva a
formacao de bolsas periodontais (Ramfjord & Ash Jr, 1981), perda de insergéao
clinica (Jin & Cao, 1992) e recessdes gengivais (Harrel & Nunn, 2004), sabendo-
se que o dano causado restringe-se ao periodonto de suporte. A aplicacéo de
forcas oclusais excessivas também pode causar injurias na articulagdo témporo-
mandibular, nos musculos mastigatérios e na polpa dental (Lindhe et al., 2005).A
American Academy of Periodontology (1999) classifica o trauma oclusal em
primario e secundario.

Trauma oclusal primario € a injaria tecidual ocorrida no periodonto de
insercdo de um dente ou de um grupo de dentes com periodonto de altura normal
frente a forcas oclusais que excedam sua capacidade adaptativa. Ocorre,
portanto, em dentes em que ndo houve perda de estruturas de sustentagao.

Trauma oclusal secundario é a injuria tecidual ocorrida no periodonto de
insercdo de um dente ou de um grupo de dentes com periodonto de altura
reduzida frente a forgas oclusais que excedam sua capacidade adaptativa. Devido
a perda de estruturas de sustentacdo, as forcas oclusais necessarias para
desenvolver injuria neste tipo periodonto seriam, muitas vezes, nao-
traumatogénicas em dentes com periodonto de altura normal. Essa injaria é,
portanto, passivel de ser desenvolvida em dentes com perda de parte do aparato
de insergao.

Para que haja o diagnostico definitivo do trauma oclusal, como
comentado acima, ha necessidade do processamento de blocos histolégicos para
confirmagdo dos fendbmenos vasculares e celulares ocorridos, impraticavel na
clinica. Porém, existem sinais e sintomas detectaveis clinicamente durante o
decorrer do fenémeno que viabilizam seu diagnéstico, além de indicadores

radiograficos (Tabela 3):
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Tabela 3 — Indicadores clinicos e radiograficos do trauma oclusal.

INDICADORES CLINICOS

Mobilidade progressiva

(Ramfjord & Ash Jr, 1981; Hallmon,
1999;Hallmon & Harrel, 2004; Lindhe et al.,
2005)

Presenca de frémito

(The American Academy of Periodontology,
2000)

Sensibilidade  dolorosa a
mastigagao e a percussao

(The American Academy of Periodontology,
2000)

Presengca de interferéncias
oclusais como fator de risco

(Harrel, 2003)

Migracéo dentaria

(Stahl, 1978; Hallmon, 1999; Harrel &

Hallmon, 2004)

Presenca de facetas
concomitantemente a outros
indicadores

(Hallmon, 1999; Hallmon & Harrel, 2004)

Fraturas dentarias

(Hallmon, 1999; Hallmon & Harrel, 2004)

Sensibilidade térmica

(Hallmon, 1999; Hallmon & Harrel, 2004)

Necrose pulpar

(Estrela & Figueiredo, 2001)

INDICADORES RADIOGRAFICOS

Espessamento do ligamento
periodontal;

Descontinuidade da lamina
dura;
Presenca de zonas

radiollcidas na furca ou no
apice do dente;
Reabsorcao
radicular

Ossea e/ou

(Hallmon, 1999; The American Academy of
Periodontology, 2000)

Frente ao paradigma de reprodutibilidade da dinamica traumatica,

verificam-se, na literatura, diversos modelos experimentais de indu¢do ao trauma

oclusal que visam reproduzir o fendmeno clinico. Autores tém aplicado com éxito

alguns modelos: aplicacdo de forcas alternadas (Nyman et al., 1978); aumento da

dimensao vertical segundo a utilizacdo de aparatos distintos (Budtz-Jorgensen,
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1980; Kvinnsland et al., 1992; Kawamoto & Nagoaka, 2000; Kaku, 2005); reducao
da dimens&o vertical (Bani et al., 1999; Nogueira-Filho et al., 2004).

2.2.1 Estudos experimentais

Sallum, 1973 avaliou histomorfologicamente a influéncia do trauma
oclusal sobre o periodonto de sustentagdo de macacos Callitrhrix jacchus (saguis)
sob condicdes normais e modificadas pela administracdo de dexatametasona
intra-peritoneal. Para reprodugéo da lesdo, o autor cimentou com fosfato de zindo
um arco em forma de U, confeccionado com fio ortodéntico, na oclusal dos dentes
supero-posteriores dos animais. Os autores verificaram uma predominancia de
processos destrutivos das estruturas periodontais nos periodos de 7 e 14 dias nos
animais que nao receberam injecées de dexametasona, verificando indicios de
adaptacao funcional as cargas oclusais nos periodos de 21 e 28 dias. No grupo
tratado com o crticosteréide via administracao sistémica, os fendmenos destrutivos
manifestaram-se mais tardiamente, sendo que nao houve indicios de reparo da
lesdo aos 28 dias, observando-se o retardo na recuperagédo periodontal devido a

um atraso na adaptacédo funcional a demanda oclusal.

Nyman et al. (1978) estudaram a influéncia das forgas traumatogénicas
nos terceiros e quartos pré-molares inferiores de caes adultos submetidos a
doenca periodontal induzida. Para tanto, cinco animais foram utilizados.
Trezentos e trinta dias apds a indugédo de doenca periodontal por intermédio de
ligaduras, foram realizadas cirurgias de acesso para confeccdo dos nocthes
vestibulares imediatamente sobre o o0sso alveolar dos pré-molares. Novas
ligaduras foram colocadas apds a recolocacao do retalho. Uma semana apés a
cirurgia, os dentes do lado teste foram submetidos a acédo de forcas alternadas
vestibulo-linguais intermitentemente aplicadas por 30 segundos. Tais forcas foram

geradas por intermédio de um elevador, utilizando-se o segundo pré-molar e o
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primeiro molar como suporte para o elevador. Essas forcas foram aplicadas no
baseline, 4°, 8°, 12° e 16° dias. O resultado do estudo demonstrou que frente as
forcas alternadas, os dentes submetidos a doenga periodontal desenvolveram um
aumento gradual e estatisticamente significativo da mobilidade (p<0,001).

Budtz-Jorgensen (1980) desenvolveu um estudo para indugdao de
bruxismo e trauma oclusal em macacos da espécie Macaca irus. Dispositivos
oclusais de resina acrilica foram confeccionados de forma esplintada e colocados
sobre o0s pré-molares e molares superiores, permitindo um aumento de 3-4mm na
dimenséao vertical. O splint direito recebeu um ajuste de forma a ficar com um
grande numero de pontos de contato e o do lado esquerdo foi ajustado de forma a
apresentar poucos pontos de contato. O periodo experimental foi de 4 semanas e
semanalmente os animais foram submetidos a avaliacdo intraoral. Apds a
remocdo dos aparatos, foram realizados exames na 2% e 4% semanas e no 6° més.
Como resultado, os autores verificaram aumento da mobilidade 3 vezes maior no
lado teste (direto), um aumento significativo no indice gengival no lado teste
(p<0,01). Radiograficamente, os autores verificaram reabsor¢cdo 6ssea angular
adjacente aos dentes do lado teste e reabsorcdao da lamina dura na regiao de
furca. No lado controle (esquerdo) foi verificado um ténue aumento na espessura
do ligamento periodontal. Na 4% semana apds a remogdo dos splints ja se
verificava, radiograficamente, regeneracéo 6ssea, sendo que no 6° més, os niveis
interproximais, interradiculares e periapicais foram restabelecidos a normalidade.
Histologicamente, nido foram verificadas alteragbes no 6° més apds o periodo
experimental. Os autores concluem que bruxismo ndo causa a progressao da

gengivite em periodontite.

Kvinnsland et al. (1992) verificaram experimentalmente a influéncia do
trauma oclusal no suprimento sangiineo periodontal e pulpar de 45 ratos Wistar.
Os autores acresceram a superficie oclusal do primeiro molar superior direito Tmm
de resina e o lado contralateral serviu como controle. Nos 1°, 2°, 5°, 10°, 15°, 20° e

30° dias apds a indugéo do trauma, animais foram re-anestesiados e uma solugio
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de micro-esferas fluorescentes (MF) diluida foi injetada no apice do ventriculo e
sacrificados em seguida. Nas primeiras 24 horas os autores verificaram um
aumento no suprimento sanguineo nos primeiros molares superiores do lado
experimental comparado ao contralateral. O maior aumento foi verificado no
segundo dia. A partir dai, verificou-se um decréscimo irregular durante todo o
periodo experimental. A mesma tendéncia foi verificada no suprimento sangtineo
dos segundos e terceiros molares superiores do lado experimental, apesar de
menos pronunciada. Na mandibula, do lado teste, verificou-se a mesma tendéncia,
porém mais tardia, havendo uma aumento no fluxo sangiineo do 5° ao 10° dias.
Resultados semelhantes foram encontrados para o fluxo sangtineo pulpar. Os
autores concluem que os resultados indicam que a indugéo experimental unilateral
do trauma oclusal em ratos inicia respostas no fluxo sanglineo periodontal e

pulpar em todos os molares dos animais.

Kawamoto & Nagoaka (2000) estudaram os efeitos da deficiéncia de
estrogénio na reabsorcado dssea alveolar causada pela deficiéncia de estrogénio
em ratas Wistar submetidas a ovariectomia. Para tanto, utilizaram 132 animais que
receberam ovariectomia bilateral (OVX) ou controle SHAM. Sete dias apds a
cirurgia, os autores dividiram aleatoriamente os animais em dois grupos: metade
foi submetida ao trauma oclusal (TO); outra metade nao foi submetida ao trauma
oclusal. Por fim, tinham-se 4 grupos: OVX + TO (grupo 1); SHAM + TO (grupo 2);
OVX (grupo 3 ); SHAM (grupo 4). Para promog¢ao do trauma oclusal, os autores
adotaram um modelo de sobrecarga oclusal baseado no aumento da dimenséo
vertical (DV), a partir da confeccdo de um dispositivo que permitiu 0 aumento da
unilateral da DV a partir da adesdo de um metal de 1mm de altura a superficie
oclusal dos molares superiores esquerdos dos grupos 1 e 2. Quatro a sete animais
de cada grupo foram sacrificados em periodos de 1, 3, 5, 7 e 10 dias apds a
inducéo do trauma. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados no baseline.
Os autores concluem da pesquisa que até o 7° dia ap6s a inducédo da ovariectomia
h& maior recrutamento de osteoclastos e de seus precursores junto ao ligamento

periodontal e, como resultado, haveria uma grande ativacdo dos osteoclastos em
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resposta a hiper-funcdo do periodonto. Segundo os autores, essa especulacao
parece ser aceitavel como explicagcdo aos achados observados: a OVX, frente as
forgcas traumatogénicas, aumenta a sensibilidade do osso alveolar, levando a
maior reabsorcdo 6ssea. Os autores concluem que a dindmica de reabsorgao
Ossea alveolar induzida pelo TO é aumentada pela deficiéncia de estrogénio.

Nogueira-Filho et al. (2004) verificaram histometricamente o efeito da
nicotina nas mudancas induzidas pelo trauma oclusal no osso alveolar de 30 ratos.
Os animais foram divididos em um dos 3 grupos: solugdo de nicotina intra-
peritoneal diaria e trauma oclusal (A); solugdo salina intra-peritoneal diaria e
trauma oclusal (B); solucéo salina intra-peritoneal diaria (C). O trauma oclusal foi
induzido nos primeiros molares a partir de um modelo de redugédo da dimenséo
vertical. Para tanto, as cuspides dos segundos e terceiros molares superiores e
inferiores foram desgastadas com auxilio de uma broca esférica diamantada. Um
dos primeiros-molares inferiores recebeu ligadura. Trinta dias ap6s a inducéao do
trauma, os animais foram sacrificados, os blocos obtidos e processados e as
avaliagbes histométricas posteriormente realizadas. A histometria foi feita na
regido de furca dos molares inferiores. A nicotina aumentou significativamente a
perda 6ssea induzida pelo trauma oclusal nos dentes que receberam ligadura
(p<0,001) quando comparada aos grupos B e C. Reabsorgcdo d&ssea
estatisticamente significante (p<0,01) também foi verificada nos dentes
contralaterais (que ndo receberam ligadura) dos grupos A e B quando comparados
ao grupo C. Os autores concluem que a nicotina injetavel pode aumentar o padrao
de reabsor¢ao do osso alveolar nos dentes submetidos ao trauma oclusal.

Kaku et al. (2005) investigaram a reacao do ligamento periodontal (LP)
frente as forcas oclusais excessivas a partir da observacdo de mudancas
histolégicas e pela inducdo de osteopontina. Dezoito ratas Wistar foram
submetidas ao trauma oclusal a partir de um modelo de aumento da dimenséao
vertical, utilizando-se um fio metalico de 1,24 mm de diametro aderido com resina

de metilmetacrilato na superficie oclusal do primeiro molar superior esquerdo de
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cada animal. Trés ratas serviram como controle. Os animais foram sacrificados
nos 1°, 3° 5° 7° e 14° dias apds a indugdo do trauma. Os autores verificaram que
a espessura do LP se mostrou extremamente reduzido do 1° ao 5° (p<0,05),
voltando a espessura controle no 7° dia. Quanto aos testes imuno-histoquimicos,
nao foram verificadas expressoes de osteopontina nos fibroblastos, osteoblastos e
osteoclastos do grupo controle, sendo, porém, detectada na superficie da dentina
gue margeia a polpa, no ostedide e em pequena quantidade em alguns ostedcitos
na regido do septo desse grupo. No grupo controle, ndo foi observado expressao
de RANKL. No grupo teste, a osteopontina foi detectada, a partir do 3° dia, em
alguns osteoclastos, ao redor de fibroblastos e em osteoblastos adjacentes a area
de compressado. A expressao de RANKL foi observada, nesse grupo, ao redor de
osteoblastos e osteoclastos do 1° ao 7° dia. Os autores concluem que seu método
foi eficaz para a avaliacdo do colapso periodontal durante o trauma oclusal.
Apesar da producao intracelular de osteopontina nos osteoclastos ter sido
verificada na presenca de trauma oclusal intermitente, o papel desta proteina nas
células nao foi claro. Nao foi observada correlagdo entre a producdo de
osteopontina e a distribuicdo de RANKL nos osteoclastos.

2.2.2 Estudos clinicos

Assim como nos estudos experimentais, ha uma dificuldade de
apreciacdo de experimentos que avaliem o trauma oclusal como fenémeno
isolado. Estudos em humanos e em material de autopsia tém correlacionado
extensivamente a influéncia do trauma oclusal na doenca periodontal, como
passivel de apreciagdo em revisdes de literatura que abranjam o tema (Stahl,
1978; Anderegg & Meltzer, 2001; Harrel, 2003; Lindhe et al., 2005). Além das
limitac6es metodoldgicas, visto que nao ha possibilidade de realizacao de estudos
histométricos in vivo, ainda ha questbes éticas relacionadas ao nao tratamento

das lesdGes, 0 que inviabiliza ou limita o estudo prospectivo em humanos.
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Jin & Cao (1992) desenvolveram um estudo clinico que teve como
objetivo determinar os sinais do trauma oclusal e sua relacdo com a severidade da
doenga periodontal. Trinta e dois pacientes diagnosticados com periodontite
cronica participaram do estudo. Para correta avaliacdo, exames periodontal, de
oclusdo e radiograficos foram realizados. Os autores ndo encontraram relacdo
estatisticamente significativa entre profundidade de sondagem, perda de insercéao
clinica e altura 6ssea alveolar quando comparadas a dentes com relagédo oclusal
desarmbnica (p>0,05). Dentes que apresentavam significante mobilidade,
mobilidade funcional ou aqueles que apresentavam radiograficamente
espessamento do ligamento periodontal apresentaram maiores profundidades de
sondagem e perda de insercao clinica (p<0,01) quando comparados aqueles sem
essas caracteristicas. Os autores propuseram, ainda, dois indices combinados:
indice de trauma oclusal (ITO); indice de adaptabilidade (IA). Os dentes que
apresentaram ITO positivo tiveram maiores profundidades de sondagem (p<0,01),
maior perda de insercdo clinica (p<0,01) e menor suporte 6sseo do que os dentes
ITO negativos. Quanto ao IA, os dentes |IA positivos apresentaram menor perda de
insercdo clinica (p<0,01) e maior suporte 6sseo (p<0,01) que os dentes IA
negativos. Os autores concluem que para uma mesma perda de insercao clinica,
dentes submetidos ao trauma oclusal mostraram ter menos suporte que aqueles
ndao acometidos por trauma, além da magnitude das diferengas verificadas no
suporte Oésseo alveolar entre dentes traumatizados e n&o-traumatizados
aumentarem a medida que houve aumento na perda de insercao clinica. Os
autores sugerem que o trauma oclusal esta positivamente relacionado a perda do

suporte 6sseo em pacientes com periodontite cronica moderada a avangada.

Harrel & Nunn (2004) verificaram retrospectivamente o efeito das forgas
oclusais nas recessodes gengivais de pacientes tratados em consultério. Um total
de 91 pacientes preencheu os requisitos do delineamento e foram divididos em 3
grupos: nao-tratados (NT=30); parcialmente tratados (PT=20), em que se realizou
somente a terapia basica; completamente tratados (CT=41), em que se realizou a
terapia basica e a cirdrgica. Os autores nao verificaram diferencas
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estatisticamente significativas entre discrepancias oclusais e espessura inicial dos
tecidos gengivais (p=0,414) ou tratamento oclusal e mudangas na espessura da
gengiva (p=0,481). Os autores concluem a partir dos resultados obtidos que
parece nao haver uma relagdo entre discrepancias oclusais e recessdes

gengivais.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos avaliar histometricamente:

1. A influéncia da IFC na reabsorgdo 6ssea da regido de furca de 1%
molares inferiores induzidas por TO primario a partir do aumento
unilateral da DV de ratos Wistar machos adultos, criando-se uma
interferéncia oclusal;

2. Ainfluéncia do periodo de indug¢do do TO primario (7, 14, 21 e 28 dias)
na reabsorcdo 6ssea da regido de furca de 1% molares inferiores de
animais submetidos a IFC em periodos semelhantes de duragédo do TO
em cada subgrupo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracteristicas da Amostra

Foram utilizados 96 ratos adultos, machos, da ragca Wistar, pesando
entre 300 e 400g. Os animais foram acondicionados no biotério da FOP-
UNICAMP, mantidos em gaiolas plasticas com acesso a comida e agua ad libitum.
Antes dos procedimentos cirlrgicos, 0os animais passaram por um periodo de 5
dias para a aclimatacdo ao ambiente do laboratério, a uma temperatura de 22° a
24° C. Esta pesquisa foi aceita pela Comissdo de Etica em Experimentos com
Animais sob protocolo de numero 1245-1 (Anexo 1).

4.2 Delineamento Experimental

Os 96 ratos foram aleatoriamente divididos em 3 grupos e cada grupo

em 4 subgrupos:

Grupo 1 - Teste (TO+IFC n=32): Os animais foram submetidos a
exposi¢oes diarias de 8 minutos a inalagao da fumaca de cigarro (IFC), 3 vezes ao
dia, durante 7, 14, 21 ou 28 dias. Essa determinacdo da exposicao a fumaca de
cigarros de cada subgrupo foi semelhante aos diferentes periodos de inducao do
trauma oclusal: 7 dias (n=8); 14 dias (n=8); 21 dias (n=8) e 28 dias (n=8). A divisao

em subgrupos também foi realizada aleatoriamente.

Grupo 2 - Controle (TO sem fumacga n=32): Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 subgrupos. Cada subgrupo foi submetido a diferentes
periodos de inducao ao trauma oclusal: 7 dias (n=8); 14 dias (n=8); 21 dias (n=8) e
28 dias (n=8).
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Grupo 3 - Controle negativo (n=32): os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 subgrupos. Cada subgrupo foi sacrificado em periodos
pareados aos subgrupos que receberam tratamentos, com finalidade de se ter
dados iniciais para confirmac¢do do sucesso do modelo aplicado: 7 dias (n=8); 14
dias (n=8); 21 dias (n=8) e 28 dias (n=8).

Indugao Inducéo Inducéo Inducéo o
fA 28 dias 21 dias 14 dias 7 dias Sacrificio
TESTE| B
(TO+IFC) | ¢
D
"
f
A —————————— e Sem Introducéo
de Variaveis
CONTROLE | B — = e e e _ = = = Exposicdo a
‘ Fumaga + Trauma
(TO) C b n e w mm m o w — de Ocluséo
‘ == " 86 Traumade
D e === Ocluséo
"
f
A
CONTROLE | B
NEGATIVO | C
D
~
Dias 0 7 14 21 28

Figura 1 - Representagdo esquematica dos grupos experimentais e regimes de
inducdo ao trauma oclusal e exposigéo a fumaca.
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4.3 Exposicao a Fumaca

Os animais dos grupo Teste (TO + IFC) foram submetidos a exposicao
de fumaga de cigarros de acordo com o modelo proposto por Nociti et al. (2002b).
Esse modelo utiliza um recipiente de acrilico (45X25X20cm), no qual 5 animais
sado expostos a fumaga de 10 cigarros com concentragdo de 1,3 mg de nicotina,
16,5 mg de alcatrdo e 15,2 mg de mondxido de carbono por trés periodos diarios.
O recipiente é composto por 2 camaras interligadas por um orificio. Na primeira
ficam armazenados os cigarros acesos. Nesta parte ha também uma entrada onde
€ bombeado ar, formando uma corrente que leva a fumaga para a segunda
camara, onde ficam os animais. Na segunda camara ha outro orificio que da
vazao ao ar bombeado (Figura 2). Inicialmente os animais passam por um periodo
de adaptacao de 2 dias. No primeiro dia estes foram expostos a 3 periodos de 5
minutos de IFC, no segundo dia, a 3 periodos de 7 minutos e a partir do terceiro
dia os animais foram expostos a 3 periodos diarios de 8 minutos cada.

César-Neto et al. (2003), investigaram a concentragdo sérica de nicotina
e cotinina de animais submetidos a injegdes intra-periotoneais de nicotina
(83mg/kg, 2 vezes ao dia) e animais submetidos a inalacdo da fumaca de 10
cigarros contendo 1,3 mg de nicotina cada, durante 8 minutos cada exposicéao,
sendo realizadas 3 exposicOes diarias. Para realizacdo da exposicao a fumaca
desses cigarros, 5 animais foram colocados em uma caixa acrilica de 45x25x20
cm?® e o ar foi bombeado de uma camara a outra, fazendo com que esses animais
inalassem continuamente a fumaga durante o tempo determinado. Amostras de
sangue foram coletadas antes da inser¢cdo dos implantes, 30 e 60 dias apdés,
sempre 15 minutos apds a realizagdo de um dos dois procedimentos. Os
resultados mostraram que 0s niveis séricos de cotinina dos ratos expostos a
fumaca de cigarros foi semelhante aquele percebido em humanos que fumam 10 a
20 cigarros por dia, mostrando que ha uma pertinéncia do modelo experimental
quando feita a analogia em humanos.
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Figura 2 — Camara acrilica de exposicao a fumaca de cigarros. A) compartimento em
que eram acesos 10 cigarros; B) compartimento em que esam acondicionados 5
ratos Wistar.

4.4 Inducgao do Trauma Oclusal

Os animais foram anestesiados por meio da administracao
intramuscular de ketamina (1ml/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP,
Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3 ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Industria e
Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil). Os maxilares foram abertos por meio do
aparato de Doku (1966) para insercdo de um segmento de fio ortoddntico (0,5 mm
de didmetro e aproximadamente 1 mm de comprimento) na face oclusal do
primeiro molar inferior aleatoriamente escolhido (sorteio) de forma a criar uma
interferéncia oclusal, utilizando-se incrementos de resina fotopolimerizavel para
sua fixacdo (Z100®; 3M, Sumaré, SP, Brasil). A superficie oclusal do molar
selecionado foi previamente limpa com auxilio de um microbrush, seguindo-se de
condicionamento da superficie oclusal com acido fosférico 37% (Villevie®
Dentalville do Brasil, Joinville, SC, Brasil) e aplicagcdo do adesivo (Single Bond®;
3M, Sumaré, SP, Brasil), segundo especificacées dos fabricantes. O didmetro do

fio ortodéntico padronizou a altura da interferéncia oclusal, sendo a resina inserida
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até o limite de altura do fio, ndo o ultrapassando. O periodo de inducéo do trauma

seguiu a descricao do delineamento experimental.

Figura 3 - Vista do fio ortod6ntico (seta) aderido a superficie oclusal do 12 molar.

4.5 Sacrificio dos Animais e Processamento Histologico

Os animais foram submetidos a anestesia geral, como descrito no
periodo de inducdo ao TO, e sacrificados por meio de perfusédo transcardiaca de
formol 10% em 0,1 M de tampao fosfato (pH 7,0) por aproximadamente 10
minutos cada animal (Figura 5). Essa técnica foi eleita por permitir uma melhor
fixacdo das pecas e, consequentemente, um melhor resultado do processamento
histologico. Seguida a fixagdo, a mandibula foi removida e hemi-seccionada em
sua sifise. O material obtido foi imerso em formol a 10% com tampéo fosfato (pH
7,0) por 24 horas. As hemi-mandibulas foram descalcificadas com EDTA 10% por
16 semanas, a temperatura ambiente, sendo a solugéo renovada diariamente.
Apbés a desmineralizacdo, os espécimes foram desidratados em etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Sec¢des longitudinais mésio-distais
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de 6 um de espessura foram obtidas por auxilio de um micrétomo (Leica RM2155,

Germany) (Figura 4). As laminas foram coradas em hematoxilina e eosina.

T o o =14 0 =] a 1N

> . o /a0 L /a0 | N

Figura 4 - Esquema mostrando a orientagéo do corte histolégico.

Figura 5 - Puncao de um ventriculo com um butterfly na perfusao
transcardiaca com formol 10%.
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4.6 Analise Histométrica

4.6.1 Reabsorcéao ossea inter-radicular

Escolhida a orientacao de corte mais conveniente para a delimitacao da
regiao da bifurcacao dos primeiros molares mandibulares, foram obtidos cortes
seriados de 6 um de espessura a partir da tabua 6ssea vestibular e foram
separados os cortes nos quais a regidao de bifurcacao foi identificada. Para a
estimativa de volume, foi desprezado o primeiro corte, selecionando-se os demais
cortes de forma equidistante segundo o numero total de cortes histoldgicos obtidos
por dente. Desse modo, 10 cortes histolégicos equidistantes foram selecionados
por dente para avaliagcdo histométrica e digitalizados em um aumento de 50X (5X
objetiva e 10X ocular). Para capturar as imagens dos cortes, foi utilizado o
programa Computer Eye (Digital Vision, Dedham, MD, USA). Utilizando-se o
sistema de pontos de um reticulo quadriculado com auxilio do programa Image-
Pro® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), foi mensurada a area de tecido
conjuntivo proveniente da reabsorgao do tecido ésseo da regido inter-radicular. O
reticulo foi constituido de quadrados de 0,08mm de aresta e 0,0064mm? de area
(Figura 6). O reticulo foi posicionado de maneira que sempre incluisse dentina
coronaria e radicular e o tecido désseo, sendo computados os pontos que
coincidissem com as intersec¢des das arestas dos quadrados adjacentes que
estavam dentro da area de tecido conjuntivo presente na regido inter-radicular em
consequéncia da perda Ossea. A area de reabsorcdo Ossea foi calculada
utilizando-se a férmula Area reabsorvida= N° de pontos x Area do quadrado. A
area de reabsorcao 6ssea da regiao de furca foi determinada a partir da média das
leituras dos 10 cortes equidistantes por dente, expressa em mm?.
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Figura 6 - Corte histolégico aberto no programa de leitura Image Pro® com o reticulo
posicionado e contagem de pontos realizada. a) dentina; b) cemento; ¢) osso alveolar da
regiao de furca; d) vaso sanglineo; e) regidao delimitada por pontos vermelhos
descrevendo a area preenchida por tecido conjuntivo do ligamento periodontal ou devido
a reabsorcao déssea causada pelo TO. Setas pretas indicam o teto da furca. R indica os
cones radiculares.

4.6.2 Calibracao da examinadora

Para avaliar a calibracdo da examinadora foi realizada, previamente as
leituras finais, a correlacdo intra-classe. Vinte cortes foram aleatoriamente
selecionados e suas medi¢des foram feitas e repetidas 3 semanas apds a primeira
medicao (Anexo 2). O alto valor do coeficiente de correlagéo (r=0,989; intervalo de
Confianca 95%: 0,972-0,996) mostra consisténcia na reprodutibilidade da leitura,
mostrando boa calibracdo da examinadora.
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4.6.3 Avaliacao dos dados

Foi realizada analise exploratéria dos dados (Anexo 3) a qual indicou
gue 0os mesmos atendem as pressuposi¢cdes de uma analise paramétrica. A seguir
foi aplicada analise de variancia (ANOVA) two-way. Para avaliacdo dos tempos foi
utilizada regresséo polinomial e para avaliagdo dos tratamentos o teste de Tukey.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

A avaliacao dos cortes histolégicos mostrou que no grupo TO+IFC as
mudancgas sao notadas ja aos 7 dias, sendo possivel observar uma area de
reabsorgcéo dssea alveolar preenchida por tecido conjuntivo na regiao do teto da
furca (Fig 7A), mostrando ja uma lesédo por TO instalada, quando comparado ao
grupo CO Negativo (Fig 7C, Tabela 4, Fig 8). Histologicamente, o grupo TO aos 7
dias apresentou um espessamento do ligamento periodontal (Fig 6B), porém, ndo
foi verificado diferencas estatisticamente significativas entre os grupos TO e CO
Negativo (Tabela 4, Fig 8) neste periodo, ndo caracterizando ainda uma lesao
traumatica instalada.

Aos 14 dias, verificou-se histologicamente no grupo TO+IFC (Fig 7D)
aumento da area de reabsorcdo, verificando-se uma maior area de tecido
conjuntivo, quando feita a comparacao histolégica intragrupo com 7 dias (Fig 7A) e
observando-se, também, maior reabsorcdo éssea e, conseqlientemente maior
area de tecido conjuntivo, quando feita a comparagao intergrupo aos 14 dias
(Tabela 4, Fig 8) com TO (Fig 7E) e CO Negativo (Fig 7F). Aos 14 dias, no grupo
TO, verifica-se, histologicamente, uma lesdo mais acentuada, caracterizada por
uma maior area de reabsorcdo Ossea e maior area de tecido conjuntivo de
preenchimento, que aquela observada aos 7 dias (Tabela 4, Fig 8), observando-
se, aqui, uma leséo ja caracteristica de TO (Fig 7E), quando comparada ao grupo
CO Negativo (Fig 7F).

Aos 21 dias, observa-se, histologicamente, uma tendéncia de regressao
da lesao no grupo TO+IFC (Fig 7G), quando feita a comparacgéao intragrupo aos 14
e 7 dias, observando-se uma reducdo na d&rea de tecido conjuntivo de
preenchimento (Tabela 4, Fig 8). Fazendo-se a comparacdo intergrupos, €
verificado, histologicamente, uma lesédo ainda maior que em TO (Fig 7H). A
extensdo da lesdo no grupo TO, por sua vez, mostrou-se aparentemente
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semelhante a lesdo encontrada nesse grupo aos 14 dias (Fig 6E) e aparentemente
estagnada (Tabela 4, Fig 8).

Histologicamente aos 28 dias, a lesdo do grupo TO+IFC (Fig 7J)
apresenta-se ainda mais ténue quando comparada com as lesdes de 14 e 21 dias
(Tabela 4, Figura 8), ndo havendo, porém, sua total reversdo. Verificam-se
menores areas de reabsorcao 6ssea tecido e de conjuntivo que aos 21 (Fig 7G) e
14 dias (Fig 7D). Comparado ao grupo TO, nesse mesmo periodo, vé-se lesdes de
areas semelhantes (Fig 7H). No grupo TO, por sua vez, verifica-se
histologicamente, neste periodo, uma maior reabsorcdo Ossea que aquela
verificada em 14 (Fig 7E) e 21 dias (Fig 7H).

O grupo Controle Negativo apresentou-se sem grandes diferencas
detectaveis histologicamente ao longo dos periodos avaliados, verificando-se
apenas 0 espaco pertinente ao ligamento periodontal, sem deteccdo de tecido
conjuntivo de preenchimento proveniente do reparo causado pela reabsorcao
Ossea frente a demanda traumatogénica (Fig 7C, 7F, 71, 7M).
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Figura 7 — Cortes histolégicos em aumento de 5X dos tratamentos aplicados nos
diversos periodos de avaliagdo. d- dentina; tc- tecido conjuntivo proveniente da
reabsorgao éssea; oa- 0sso alveolar da furca; LP- ligamento periodontal; Barra= 200um.
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Pela analise de variancia observou-se diferenca significativa entre os
grupos (p<0,0001), entre os tempos (p<0,0001) e a interacdo grupo x tempo foi
significativa (p<0,0001). Assim, a interacdo foi desdobrada e foi aplicado o teste
de Tukey para tratamentos e Regressao Polinomial para tempos, cujos resultados
sao apresentados na Tabela 4 e nos gréaficos das Figuras 8 e 9.

Tabela 4 - Distribuicdo das médias de reabsorcdo 6ssea em mm? segundo o
tratamento e o periodo de indugéo.

Tempo (Dias) Tratamento
TO + IFC TO Controle Negativo

7 0.54 + 0.20A 0.42 + 0.15AB 0.30 +0.04B
14 0.93 £ 0.16A 0.62 +0.14B 0.29 + 0.02C
21 0.78 £ 0.13A 0.63 +0.15A 0.22 +0.03B
28 0.67 £0.12A 0.72 £0.11A 0.33 +0.04B

p (linear) 0,2342NS <0,0001 0.9794 NS

p (quadratico) <0,0001 0,2142NS 0.1532°

R2 0,80 0,86 -

Médias seguidas de letras distintas na horizontal diferem entre si pelo teste de Tukey

(p=<0,05). NS= néo significativo
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Figura 8 - Gréfico de distribuicdo das médias dos grupos segundo periodos de indugéo
(Médias por periodo de indugdo seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05)).
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Figura 9 — Grafico de dispersao das médias dos grupos (* Valores estatisticamente
significantes para o teste de Regressao Polinomial; TO+IFC: P (linear) <0,0001; TO:
P(quadratico) <0,0001).
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O teste de Tukey mostrou diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) no periodo de 7 dias entre os tratamentos TO+IFC e Controle Negativo
(0.54+0.20mm?, 0.3+0.04m? respectivamente), mostrando a presenca de uma
lesdo ja instalada nesse grupo, no periodo de 14 dias entre os tratamentos
(TO+IFC e TO) e o grupo Controle Negativo (0.93+0.16 mm?, 0.62+0.14 mm?
0.29+0.02 mm? respectivamente), mostrando uma lesdo por TO bem caracteriza
no grupo TO+IFC e uma lesé&o inicial no grupo TO, no periodo de 21 dias entre o
grupos TO+IFC e CO Negativo (0.78+0.13 mm?, 0.22+0.03 mm? respectivamente)
e entre TO e Controle Negativo (0.63+0.15 mm?, 0.22+0.03 mm? respectivamente)
e no periodo de 28 dias entre o grupos TO+IFC e Controle Negativo (0.67+0.12
mm?, 0.33+0.04 mm? respectivamente) e entre TO e Controle Negativo (0.72+0.11
mm?, 0.33+0.04 mm? respectivamente). Esses resultados expressam a eficacia do
aparato aplicado para confeccdo da interferéncia oclusal no desenvolvimento do
TO e a influéncia negativa da IFC promovendo maior reabsorgéo 6éssea em 7 e 14
dias. Quando aplicada a analise polinomial nos tempos de cada grupo do
experimento, os resultados mostraram-se estatisticamente significativos entre

todos os tempos do grupo TO+IFC e do grupo TO (p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a influéncia da IFC na reabsorcao éssea da

regido de furca de 1%

molares inferiores induzidas por TO primario a partir do
aumento unilateral da DV de ratos Wistar machos adultos, criando-se uma
interferéncia oclusal, assim como a influéncia do periodo de inducao do TO sobre
a reabsorcao. A FAC é sabidamente nociva e apresenta-se potencialmente mais
toxica que a fumaca tragada durante o habito de fumar (INCA, 2008). César-Neto
et al. (2003), verificaram previamente a viabilidade do modelo de IFC aplicado
neste estudo, observando que o0s niveis séricos de cotinina dos ratos é
semelhante aquele percebido em humanos que fumam 10 a 20 cigarros por dia,
mostrando que ha uma pertinéncia do modelo experimental quando feita a
analogia com humanos.

A analise dos dados deste estudo mostrou a eficacia do modelo quanto
ao desenvolvimento do TO e quanto a influéncia da IFC na instalagdo e no
desenvolvimento da lesdo. A avaliagdo intergrupos mostrou que no grupo tratado
com IFC observa-se, ja no periodo mais curto de avaliacédo (7 dias), uma alteracédo
na resposta a injuria tecidual causada pela interferéncia oclusal, mostrando nesse
periodo uma lesao inicial de trauma oclusal quando comparado ao grupo controle
negativo (p<0,05), dando-nos indicios que uma alteragdo no metabolismo ésseo
causada pela IFC poderia alterar o curso da lesdo 6ssea, tornando a reabsorcéo
mais pronunciada nos estagios iniciais de indugcédo. Aos 14 dias, essa lesao 6ssea
foi significativamente maior no grupo TO+IFC quando comprado ao grupo TO
(p=0,05), mostrando um efeito adicional da IFC na reabsorcdo Ossea nesse
periodo. No periodo de 21 dias foi observada uma maior reabsorcdo Ossea
numérica no grupo TO+IFC quando comparado ao grupo TO, mas sem se verificar
diferencas estatisticamente significativas, observando-se uma redugédo da area
reabsorvida do grupo tratado com IFC quando comparado ao periodo de 14 dias.
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No periodo de 28 dias, a tendéncia foi de se igualar a area reabsorvida dos grupos
TO+IFC e TO (p>0,05).

Estudos em modelo animal tém sido realizados para melhor entender a
dindmica de interagdo da nicotina e da fumacga de cigarros sobre 0 processo
cicatricial do periodonto de insercdo. Benatti et al. (2005) estudaram
histometricamente o impacto da IFC e da de nicotina injetavel (NI) na cicatrizacao
periodontal de defeitos do tipo fenestragdo na auséncia de biofilme. Os autores
verificaram que o grupo IFC foi associado a uma menor densidade 6ssea e a um
menor preenchimento 6sseo quando comparado ao grupo controle e NI, indicando
que outras substancias além da nicotina poderiam influenciar negativamente o
processo de cicatrizacdo periodontal. César-Neto et al. (2006) verificaram
histometricamente que animais expostos continuamente a IFC apresentaram uma
menor proporgao de tecidos mineralizados na regidao de furca quando comparados
aos animais dos grupos controle e suspensao da IFC. Essa reducao da densidade
verificada nos animais submetidos a IFC poderia, em parte, explicar os resultados
verificados neste estudo. Um osso menos denso, com uma maior area do
trabeculado poderia responder de forma inicialmente exacerbada frente a
demanda traumatogénica, por apresentar caracteristicas mecanicas inferiores, o
que podia ser explicado pela verificacdo inicial de uma maior area Ossea
reabsorvida. Por outro lado, Kamer et al. (2006), por sua vez, verificaram in vitro,
que a produgao de TNFa e IL-6, ambas citocinas pré-inflamatérias relacionadas ao
aumento de atividade de reabsorcéo éssea, € doador-dependente. Isso poderia ter
influenciado, a nivel bioquimico individual, a resposta dos animais dos grupos
deste estudo, podendo ter havido interferéncia nos niveis de reabsorcao
observados. Porém, os dados obtidos ndo nos permitem categorizar os resultados
encontrados.

Quanto a avaliacao intragrupo do tempo de inducdo dos tratamentos,
observaram-se influéncias estatisticamente significantes de todos os periodos de
inducdo dos grupos TO+IFC e TO. Em concordancia com os resultados deste
estudo, Kawamoto & Nagoaka (2000) verificaram alteracbes Osseas tempo-
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dependentes nos grupos de animais submetidos ao TO. O grupo TO+IFC mostrou
uma distribuicdo quadratica das médias de area déssea reabsorvida, informando
que houve, num primeiro momento, um aumento da reabsorgédo éssea em fungao
do tempo e, posteriormente, uma reducao desses valores em fungdo do tempo
(p<0,0001), tendendo as médias do grupo TO+IFC e TO se igualarem no periodo
de 28 dias, sugerindo uma adaptacao funcional do LP a exposi¢éao da IFC. Talvez,
devido a extensao da lesdo e a capacidade enddgena de reparo desses animais,
0s sinalizadores pro-inflamatoérios tenham regredido a niveis menos danosos,
havendo uma tentativa de retornar a homeostase celular e tecidual, podendo ter
ocorrido reducao nos niveis, por exemplo, de IL-1, IL-6, RANKL. Outra hipétese
que pode ser levantada € a de que o grupo exposto a IFC tenha tido uma maior
proliferacdo de osteoblastos, visando o reequilibrio celular, visto que a extenséo
da injuria era significativamente maior. Kawamoto & Nagoaka (2000), porém,
verificaram que outra condi¢cdo que altera sistemicamente a homeostase éssea, a
deficiéncia de estrogénio, ndo influenciava na quantidade de osteoblastos, mas
somente no aumento de osteoclastos.

Semelhante ao fenbmeno avaliado no grupo TO+IFC, Sallum (1973)
verificou em estudo experimental maior destruicdo periodontal em animais
submetidos ao TO nos periodos de 7 e 14 dias, verificando que havia adaptacao
funcional do periodonto frente @ demanda traumatogénica em 21 e 28 dias no
grupo que nao recebeu tratamento com corticosteréides. No grupo TO, também foi
verificado diferenca estatisticamente significante entre todos os tempos, porém a
distribuicao das médias deu-se de forma linear, informando que houve uma
tendéncia de aumento da lesdo em funcdo do tempo (p<0,0001). Talvez esses
resultados tenham sido observados devido a utilizagdo de um aparato que criava
interferéncias bilaterais, havendo um plano de distribuicdo das forcas e, portanto,
incidindo com menor intensidade em cada alvéolo, permitindo a adaptagéao
prematura do LP. Esses dados divergem daqueles encontrados por Kaku et al.
(2005) que verificaram adaptacao funcional da espessura do ligamento periodontal
na regidao de furca de molares superiores de ratas no 14° dia de inducédo do
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trauma. Porém, o N utilizado por esses autores foi muito pequeno, criando vieses
na interpretagéo dos dados. Em 1966, Dotto et al. verificaram, experimentalmente
em ratos, que em 28 dias as caracteristicas da lesdo oclusal traumatica no
periodonto era, ainda, predominantemente destrutiva, ndo observando sinais de
adaptacao frente ao trauma oclusal. Isso faz-nos crer que além das caracteristicas
individuais imuno-inflamatérias de cada animal em responder a demanda
traumatogénica, os diferentes métodos de reproducdo da lesdo e a adicdo de
fatores outros que possam alterar o metabolismo 6sseo poderiam condicionar
diferentes graus de alteragdes teciduais e, portanto, influenciar diferentemente a
progressdo da lesdo. Isso levaria a constatagdo de diferentes periodos de
verificacdo de destruicdo e reparo segundo a técnica utilizada para promog¢ao do
trauma oclusal, havendo, assim, alteragbes temporais da restauracdo da
homeostase tecidual.

Mais estudos deverdao ser realizados, inclusive a nivel imuno-
histoquimico, para que melhor se entenda o papel da IFC sobre a reabsorgéo
Ossea da regido de furca. Para isso, periodos mais longos de indugcéo deverao ser
aplicados para se entender a evolugcdo do processo de reabsorcdo Ossea e a
interacdo com o TO, avaliando-se o comportamento de distribuicdo dessas médias
em funcdo do tempo, permitindo melhores especulagbes do efeito da IFC no

metabolismo 6ésseo ou mesmo elucidando essa dindmica.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pdde-se concluir que:

1. A fumaca de cigarros atua sinergicamente com o trauma oclusal nos
primeiros periodos de indugéo (7 e 14 dias), proporcionando uma maior
reabsorgdo Ossea da regido de furca de 1% molares inferiores. A
diferenca entre os grupos TO+IFC e TO, porém, tende a se extinguir aos
28 dias de inducéo;

2. Os periodos de indugdo (7, 14, 21 e 28 dias) mostraram influir

significativamente na reabsorcao éssea dos grupos TO+IFC e TO.
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ANEXO1 - Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa

§"A' Universidade Estadual de Campinas Vs
a¥Y Instituto de Biologia A

unNIcCaAMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentagio Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1245-1, sobre "Avaliacdao da inalacdo da
fumaca de cigarro sobre as alteracées 6sseas indizidas por trauma oclusal.

Estudo histométrico em ratos", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Anténio

Wilson Sallum / Mirella Lindoso Gomes Campos, esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 23 de abril de
2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1245-1, entitled "The influence of cigarette smoke

inhalation on alveolar bone lesion indiced by occlusal trauma: a histometric

study in rats”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - UNICAMP) on april 23, 2007.

pa inas, 23 de abril de 2007.

i ) YOO P LN
Profa. Dra. Ana ﬁ\agria »A{ Guaraldo Fétim@)((onso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA/IB - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax. (19) 3521-6356
13083-970 Campinas. SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

hitp /iwww ib.unicamp br/institucional/ceea/index htm
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ANEXO2 — Correlacao Intra-Classe

Respectivas leituras de 20 cortes escolhidos aleatoriamente para
determinacao do coeficiente de correlacao intra-classe.

Lamina 1a leitura 2a leitura
68 _6_4 72 71
28 4 3 61 63
4 12 156 153
72.3 5 94 115
44 8 4 115 113
3585 93 103
36_10_2 151 149
32.10_3 98 98
20 6 4 114 106
15 4 2 64 63
28 4 3 61 73
37.8 5 80 92
45 2 1 216 215
18 2. 3 154 153
10_10_6 119 108
5914 74 72
4 84 124 114
342 124 121
284 107 102
111 116 115
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ANEXO 3 - Leituras de Reabsorcdo Ossea

Médias de areas de reabsorcdo 6ssea em mm? de cada animal e do
grupo.

Grupo/Periodo  Animal Média area reabsorvida por Média Grupo

animal

14 0,77888

13 0,81856

1 0,64512

35 0,620116

25 0,72896

40 0,9056

69 0,73216

85 0,8448

11 0,87168

41 0,83072
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80 0,820945

45 1,22368

29 0,31232

39 0,416

79 0,67136

0 0,56

36 0,80128

78 0,4896

55 0,78272

32 0,72

8 0,46848

47 0,81344

58 0,43328

56 0,68544

5 0,54784
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12 0,67264

43 0,7008

73 0,66496

50 0,43648

87 0,42944

82 0,39232

38 0,416

N 0,416

K 0,3648

I 0,2752

A 0,3456

468B 0,2112

51B 0,224

60B 0,1856

66B 0,2048
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8B 0,288

188 0,3008

20B 0,30372

68B 0,28216

138 0,30464

61B 0,2752

45B 0,37248

16B 0,30848
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