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RESUMO

Essa pesquisa teve como intuito avaliar a reparacdo do tecido mole oral em ratos apés
suspensdo da indugdo o fumo, realizada com 32 ratos, género masculino, ragca Wistar, com
aproximadamente dois meses de idade, média de 350 gramas de peso cada, expostos a fumaca
de cigarro que simulou um paciente fumante ativo. Divididos em dois grupos, um controle
de ratos induzidos a 45 dias de exposi¢do ao tabaco, imediatamente apds a esse periodo foi
provocado uma ferida cinirgica em tecido mole de maxila e mantidos a exposi¢ao do tabaco
até finalizar periodo do experimento. Um segundo grupo denominado de teste constituido de
ratos que foram submetidos a exposi¢do ao tabaco por 45, seguido de sete dias de abstinéncia,
ocasiao em que foi realizada ferida cinirgica similar ao grupo controle. Nos terceiro, quinto,
sétimo e décimo dia apds a cirurgia foi realizado avaliagOes clinicas e bidpsias, registrados
por controle fotografico. O material enviado para obtengao da andlise histolégica em duplo-
cego, por quatro diferentes profissionais. Os resultados demonstram atraso na reparagao em
ambos 0s grupos, porém maior atraso na fase inflamatdria do grupo controle. Na avaliagdo
clinica ndo foram encontrados alteragdes significativas entre os grupos, sugerindo futuros

experimentos com maior periodo de abstinéncia.

Palavras-Chaves: Mucosa bucal — Tabaco - Cicatrizagao tecidual — Tabagismo.



ABSTRACT

This research accomplished to evaluate the reparation of oral soft tissue in rats after
abstinence period of smoke induced habit, realized on 32 males Wistar rats, average age of 2
months, and weighting around 350 grams each; they were exposed to tobacco smoke
simulating an active smoker patient. Divided into two groups, a control which was induced to
45 days of tobacco smoke exposition, immediately after this period it was realized a surgical
wound on maxilla soft tissue, then exposed them to tobacco smoke until the end of the
expertment. The second group —test— constituted of 16 rats which were exposed to tobacco
smoke for 45 days, followed to seven days of abstinence, occasion when it was realized a
surgical wound similar to the control group. At the third, fifty, seventy and tenth day afier
surgery it was realized clinical evaluation and biopsies, recorded by photographic control.
The colleted material was sent to double-blind histological analysis, by four different
specialists. The results demonstrated delay on the tissue repair of both groups, but the most
delayed was noticed on the inflammatory phase of the control group. Clinical evaluation did
not show significant alterations between groups, suggesting future studies utilizing longer

period of abstinence.

Key words: Mouth mucosa — tobacco — wound - healing — smoking,



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Gaiola de armazenamento dos AnIMais ......................oreeeveeeemrerssmssissmsnrsssssronee 451';
Figura 2 Caixa Plastica de INAUGED de FUMO ...ttt eassn s 43
Figura 3 Vista da divis6ria dos compartimentos de combustio e de inalagfo .......c.coeenne. 49
Figura 4 Vista da gaveta com os CIZaITos iNStalados .......ccoeeeeieiiiiiceiecieeee et eres 49
Figura 5 a Caixa montada com a gaveta instalada............ooovveveeereeeveeersreseeeresessesseesees 50
Figura 5 b Caixa montada com a gaveta inStalada...........coceeeeeeeecueeeeereeseeerereeessessennns 50
Figura 6 a Cilindro de ar comprimido com regulador, mangueira € caixa............c.cco....... 50
Figura 6 b Cilindro, fluxometro € regulador............cccovoniiereeiereervrreeneereesesesesecseeeeeeenes 50
Figura 7 Ratos na drea de inalagio.......c.coveeieeeeeccerreecenrccree et 51
Figura 8 Vista dos ratos na abertura da caixa apés a indugio do fumo.............cceevveinnnnne. 51
Figura 9 Queima dos cigarros ap6s o periodo de indugao .......c..coeceevverveniivicreecniien 52
Figura 10 Anestesia dos animais com Eter SULfGHCO ..........c..covrveiuericireceeiecreceeieeiees e, 52
Figura 11 Perfurador esférico de 4 milimetros de didmetros.............ccocveeeiiiiineniiniinnn 53
Figura 12 Leso inicial €Xecutada............ccooviioiiiiiiiiiiiiniiniiii e 53
Figura 13 Aspecto ap6s incisdo com l1amina esferica ..o v 54
Figura 14 Complementagdo da inCisA0........c.ccvveerrrnmnescnininincccierii s 54
Figura 15 Aspecto da 1esdo inicial. ..., 55
Figura 16 Aspecto da formagdo de coagulo na lesao infcial ..., 55
Figura 17 Aspecto do tecido retitad ..........coiviivivrimiiiiiisiiiesenise s 56
Figura 18 Aspecto da 1esE0 €M CICAAZAGAD ...cccvirvervrreririeiiisiesiiiecreenets e erns st resreassesene 56
Figura 19 Lamina esférica utilizado-a para retirar a amostra para analise histolégica....... 57
Figura 20 Retirada da amostra para analise Histologica........c....coceinnnicnne, e 57
Figura 21 Retirada da amostra para analise HiStolOgica. ..o, 58

Figura 22 Aspecto ap6s retirada de AMOSIIA....cc.cveveverinnierinreiei sttt s es s 58



Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38

Figura 39

Amostra com aproximadamente 6 mm de diAMEtIo.........ccerensiveisinne. cevrrenes 59
Cicatrizagao tecidual no 3° dia do grupo CONLIOIE .........oerivesmrenrisscrireerissenens 63
Cicatrizago tecidual no 3° 0 dia do ZIUPO tESLE .........vervveevercerecmmersrcaressissssanianes 63
Cicatrizagio tecidual no 5° dia do ZFUPO CONLIOLE .........e..ceverveererrerereeecrrerererenns 64
Cicatrizacio tecidual no 5° dia 40 ZruUpO teSte........vemueereeeerercreecrerreresensesenen. 64
Cicatrizagio tecidual no 7° dia do grupo Controle ...........cccemererrreeeirerrnccreennes 65
Cicatrizacio tecidual no 7° dia do grupo teste..........coveveeveeiercreeeereieeeieeeereens 65
Cicatrizagio tecidual no 10° dia do grupo controle............cocveemecrnveerenerencenans 66
Cicatrizagéo tecidual no 10° dia do grupo teste.......cccevummericvenienieeencresscesreeenes 66
Cicatrizacdo tecidual no 3°. dia do grupo teste, 400X, coloracao HE................ 92
Cicatrizacio tecidual no 3°.dia do grupo controle, 400X, coloragao HE ........... 93
Cicatrizagio tecidual no 5° dia do grupo teste, 100X, coloragio HE................. 93
Cicatrizagao tecidual no 5° dia do grupo controle, 400X, coloragio HE ........... %94
Cicatrizagao tecidual no 7° dia do grupo teste, 400X, coloragdgo HE................. 94
Cicatrizagéo tecidual no 7° dia do grupo controle, 400X, coloragio HE ........... 95
Cicatrizacdo tecidual no 10° dia do grupo teste, 400X, coloragao HE ....ccueeivsnes 95
Cicatrizagio tecidual no 10° dia do grupo controle, 400X, coloragdo HE ......... 96



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 Parimetros de avaliagio CICAUACIAL. ............v.ovevveereeoreseesesesesssssessnssssssscrsssssossens 45
Quadro 2 Graduagao da avaliagio cicatricial dOS ANIMAIS .............v.eveeeereevesrersrsesessssenrencsses 61
Quadro 3 Tabela de freqiiéncia de reSPOSta..........o..ovevcvcvveveeieereeeeeenaessessnnens verneresessisnssens 62
Quadro 4 Andlise da quantidade de NEUESFILO .........c.cc.ovieemreeiceie s sesanens 68
Quadro 5 Andlise da quantidade de Edema.................cooovverimneieeinieieiirenseninsssessesssesansees 71
Quadro 6 Andlise da quantidade de MacrOfagos ............cocovvevevevereveereeresiseseereariressesnseesssens 74
Quadro 7 Andlise da quantidade de Fibroplastia e niveis de Colageno ............coevvererererrnnnn. 76
Quadro 8 Andlise da presenga de Neovascularizagfo...........cocoeeuecrieiecieesieicieeieseeesesesnens 79
Quadro 9 Andlise da presenca de MiofIbroblastos ............cocevevrervrenieniiereeenseereseiesseineenens 82
Quadro 10 Andlise da presencga de reepitelizagao..........c.eoveeererereeniersiiesicriereeree s 84

Quadro 11 Anélise de remodelamento € MatUTACAD .....covviveeriviriiinreriineessniisiie e 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Variages dos neutréfilos, em POTCENLAZEMN........c.veueenreeereereeemeesorrnosnosarsssssnssens 6£
Tabela 2 - Variagdes na presenca de edema, em porcentagem ...........cveeeeeeeveverveevererniorrasnens 72
Tabela 3 - Variagdes na presenga de macréfago, em POICENLAZEM...cvvveencrriiviesririsrairirinnens 75
Tabela 4 - Variagdes dos Fibroblastos e niveis de coldgenos, em porcentagem .................. 77
Tabela 5 - Variagdes da neovascularizagio e niveis de coldgenos, em porcentagem............. 80
Tabela 6 - Variagdes da contragfo da ferida, €m pOrcentagem.................oooveverevveerroreranene 83
Tabela 7 - Variagdes dos reepitelizagio, em pOrcentagem ............c.oveveeevereeeeereeeeeeeseeeesessers 85
Tabela 8 - Variagdes do remodelamento e maturagio, em porcentagem..............ovevveereene. 87
Tabela 9- Resultado estatistico, comparagao entre ogrupo controle € teste ..............cuuen... 88

Tabela 10 - Resultado estatistico, comparagao entre os grupos desconsiderando os dias de

AVALIAGOES. ....c.oeeeireeestie ettt st et e sttt e ta e s s anesaa e s s st e bt ersessassnebereee 89
Tabela 11 - Resultado estatistico, comparacio da evolugdgo do 3°ao 5°dia ........covvveveeeeee. 90
Tabela 12 - Resultado estatistico, comparacdo da evolugdo do 5°ao 7°dia .........cccccvernennen, 91

Tabela 13 - Resultado estatistico, compara¢ao da evolugdo do 7° ao 10°dia .......coceeriurnnnee. 91



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 Variagio de neutr6filos, altas taxas ..............ooooooooooooooooooosoosssssseesssre reeeerenrerreees 65
Grafico 2 Variagao de neutr6filos, taxa MOAEIada .o...............oovovvoeeeereoeseosoeoesesessseessessssssenes 69
Grafico 3 Variagao de neutrofilos,baiXa taXa ..............ccorveeerovvvvoessesvesooessoesessseeseseseeesseresnend 70
Grafico 4 Variagio de presenga de edema, AltA TAXA.........ovecveereereereeeererereeeeesreessemesssenoseons 72
Grafico 5 Variagio de presenca de edema, taxa mOderada................vovevooooooooooooeoeooonns 72
Grafico 6 Variagao de presenga de edema, baiXa tAXa........ovovvveeevreeeeseeseeeseeeeoeeeesoesosssene 73
GraficolO - Variagoes dos fibroblastos € coligeno, alta taXa .........c...oeeeveeverveerereeereeerreerennn. 77
Griéficoll - Variagoes dos fibroblastos € coldgeno, taxa moderada ............o.oeevververvcesoronnn. 77
Graficol2 - Variagoes dos fibroblastos € colgeno, baiXa taxa ..........oveeeeeverevevuenmemeeeeserenns 78
Graficol3 - Variagdes na neovascularizagao, alta taXa..........ccccouevereerervereneeereereeseresessessesnan 80
Graficol4 - Variagdes na neovascularizagao, alta taXa..............oce.eeeeevevrereeeeemreeereessseererssenns 80
Graficol5 - Variagdes na neovascularizagao, baiXa taXa.............c.oeveeeeiiiveveeeeveneeernesneenns 81
Grafico22 - Variagdes de remodelamento € maturacdo, altas taxa ..........ooceeeeeveericereveeeneannen. 87
Grafico 23 - Variagoes de remodelamento e maturagao, taxas moderada.............................. 87

Grafico 24 - Variagdes de remodelamento e maturacao, baixas taxas...........ococcvvevnrvivinnnennee. 88



SUMARIO

1L INTRODUGAO.............ooooiereescecosecsons oo ssses s s ssssess s sstsesssissss s 15
2 REVISAO DE LITERATURA..........oooveeoeereeeerrreeeresesseren vesesessss s e sraanan s 17
ZLOFUMO ottt ssas s s s s s srss s st s 17
2ZZOFUMOE O IMPLANTE .......cccovitieceee s sessssasesnessassa e s s ssenans veere 20
2.3 O FUMO E O PERIODONTO...........ooecirieretreivereeieesisressssasessesissssssens s sassssssssssssseses 24
240 FUMO E A ATIVIDADE CICATRICIAL ..o e stasneneons 31
3 PROPOSICAOD.........coomioereeeeenesiessseaseeesssmsssssss s esssssssss s asssssss st sess e sssessass 40
4 MATERIAIS E METODOS.........cooocuneeemmmmmamimmammrarmsnsanmsnisisssssssssssessssoss sesssssssesosasees 41
A I MATERIAIS ...ttt ettt b b sttt bastebass 41
4.1.1 Para medir o nivel de carboxihemoglobina ...................oooiiiiiniiiicee, 41
4.1.2 Para inalacio da fumaca do cigarro e avaliacéio da cicatrizagfo..............cooccueuneeeen 41
G L3 DTOBAS ...ttt ettt ettt et s e s e n e nen e e s 42
4. 1.4 EQUIPAMENEOS...........ooviereriiriiriiniiiiress et b e s s sreebesss e sas e sas e e nbeass 42
4.1.5 Material de CONSUINO..........c.ccoovveieiiieeiecttevcteeiesai s erassesas b st sass e b 42
4. 1.6 INStrumental ... ..coooiiiiiireiee e s s ar e A3
B2 METODOS ...oooreeeeeeecreeerisesraestieressessesasesssases st sssss e ssasesssssesssase st ssssssssssssssans 44
4.2.1 O8S ANUINAIS........coeeevviriieiieieirteee e e st sesee sttt ss bt e s st bbbt s e b e res b eanbasansns 44
422 EXPEIMENLO .....c.coooviiniiiiniaiiitiiiteie et sttt tsnenenssenenen st sas bt 44
S RESULTADOS ..ottt es s ettt et sa b b s a s bbb ere s b e b e b e sh e s b e ben i s e 60
5.1 COLETA DE DADOS ......oooteitiieiterteerc e stttisisbssreasssssssssssbs s ssssssss et aassssssessnsasanesnons 60
5.1.1 Andlise Clinica da Regeneraco ............ccccoovevvnieiiininiinnie e 60
5.1.2 Analise Histolégica da Regeneragaio ..., 67
5.1.2.1 Fase INFIAMAIOIIA. .....c.ecoveeveerecrcessuis ittt er et bsb ettt st has bbb b s 67
5.1.2.1.1 Presenca de NEUrOfilOs .........ccoueieivvnrmenirininiiiibsisisi s 67
5.1.2.1.2 Presenca de EQEma ............ovovvioniniiiiiiiiciiiitis bttt et 70
5.1.2.1.3 Presenca de MACTOFAGOS ....vvueueerercriiiiiniiminiisisti i tseri st s 73
§.1.2.2 Fase FIDIODIAtCA ...vuvvcvrimriiiieee ettt st 75
5.1.2.2.1 Fibroblastia e niveis de COlAREnO ...t 75
5 1.2.2.2 Neovascularizagao ........comeversisisisisimninminiososrenenissiii s OTRN RO 78
5.1.2.2.3 Contrag@o de feridal ... ..vorimnisnsmmmsseniiiiniisi s R g1
5.1.2.2.4 ReEPILCliZAGAD .vvvvenvvvvessrismsnsssssssissssssinss st versarsrenitasinnenaas . 83

5.1.2.2.5 Remodelamento € MALUFACAD .......vevverseienereniisneiies reeeeeeenn————s veverinns cerrereeerenens 85



6.1 DISCUSSAO DA METODOLOGIA EMPREGADA ........cooerucmmremsissssassenessssnsssssenses 97
6.2 DISCUSSAO DOS ACHADOS CLINICOS..........ooooercriereennemmsssessssssssssssssssmsssinsssoses 98
6.3 DISCUSSAO DOS ACHADOS HISTOLOGICOS .........ccorvvereemseissmrrsssssssesmisssssasssssssress 99
T CONCLUSOES ..........oo oot eeese st ese s essssssse s st ssssssssssessssssssrisens 106
REFERENCIAS
ANEXO A

ANEXOB



15

1 INTRODUCAO

O cigarro contém mais de 4.000 compostos téxicos, alguns dos quais causam
distirbios cicatriciais. Nicotina, monéxido de carbono e cianeto de hidrogénio,
combinados, reduzem a quantia de oxigénio utilizdvel no processo de regeneragio pés-
cirirgicas, como também outras substincias requeridas. A suspensdo do habito de
fumar tem sido sugerida nesses casos pelo fato de ser eficaz na reduc@o de complicagdes
cicatriciais em diferentes tipos de cirurgias (KURI et al,. 2005). No entanto a duragio
minima do periodo de suspensio do fumo ndo foi bem estudada, e deve ser definida,
para a obten¢do da uma correta indicago pré-cinirgica.

O tempo necessério para se reverterem os efeitos acima mencionados, apds a
suspensdo do habito de fumar, nio tem sido devidamente estudado, exceto no que se
refere & relac@o que existe entre a nicotina e a hipdxia tecidual (JENSEN et al,. 1991).
Novas avaliagbes sdo necessarias para explicar como a suspensio desse hibito melhora
a capacidade regenerativa de tecidos, além de examinar se menos de trés semanas de
suspensao pré-operatéria do fumo pré-operatério € suficiente para a melhora do
processo regenerativo (KURI et al., 2005).

Em trabalho semelhante ao que nos inspirou na pés graduagio, onde foi avaliado
que os danos cicatriciais em mucosa oral de ratos Wistar, apresentaram atraso
regenerativo na mucosa oral em todos os tipos de cirurgia realizados na regido.
Também foi visualizada interferéncia direta da ac¢do dos fibroblastos, sem alteragio da
atividade de macréfagos. Saliente-se, ainda, que essas alteragdes clinicas e histologicas

foram mais evidentes no inicio da regeneragio, indicando que o retardo desse processo

causado pelo habito de fumar € mais evidente na fase inicial. (VITALE, 2005).
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Esta pesquisa tem como objetivo instituir um possivel protocolo do tempo
necessirio para suspensio do hébito de fumar cigarro para que se esteja seguro de
quando € possivel iniciar o ato cinirgico sem preocupagdes quanto aos danos cicatriciais

causados pelo fumo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Fumo

O monéxido de carbono € o principal agente deletério na fase gasosa da fumaga
do cigarro, Mosely; Finseth; Goody (1978) acreditam que um individuo niio fumante
apresenta aproximadamente um nivel de 0,5 a 1% de carboxi-hemoglobina, em
comparag¢do ao um individuo fumante que pode apresentar taxa de 1% a 20%.

Sandhu (2001) proven um protocolo detalhado que pode ser utilizado no
consultorio dentario como guia para o paciente na eliminagao do hébito de fumar; qual
consta das seguintes informacdes: 1) os componentes biofisiolégicos, espirituais e
sociais, como a atitude do individuo, 50 essenciais no auxilio da suspenséo do fumo;
2) o elo entre estimulos ambientais e os efeitos de rapida acio prazerosa do ato de fumar
tornam o tratamento muito dificil. Inicialmente o consultério deve ser declarado como
um ambiente livre de cigarro; 3) € importante deixar disponivel na sala de espera,
literatura auto-explicativa sobre como fazer para cessar o hédbito de fumar; 4)
fotografias de pacientes antes e depois da suspensdo do fumo devem ser também
disponibilizadas pois sio uma boa motivagdo; 5) a equipe de satide deve treinar a forma
de calibrar e padronizar as estratégias a serem adotadas; 6) no prontuario médico-
odontolégico deve ser documentado o tempo € a quantidade de cigarros utilizados pelo
paciente ( 1-5 cigarros — consumo leve; mais de 10 cigarros — consumo moderado; mais
de 20 cigarros — CONsumo severo). A estratégia da atuacdo do profissional depende do
nivel de dependéncia: 1) dependéncia leve: leve interven¢do comportamental e terapia

reposicional de nicotina; 2) dependéncia moderada: leve intervengdo comportamental e
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terapia reposicional de nicotina e farmacoterapia; 3) dependéncia severa: leve
intervengdo comportamental e terapia reposicional de nicotina, farmacoterapia e terapia
comportamental intensiva. Os dentistas em geral ndo sdo capacitados na prescri¢do da
medica¢do, porianto € aconselhdvel o paciente procurar um médico especializado.
Neste caso o dentista deve limitar-se a intervengbes sucintas ou a segbes de
aconselhamento. Usudrios severos de tabaco, particularmente aqueles que apresentam
morbidade clinica, como sinais ou sintomas de depressdo e conflitos emocionais,
precisardo de interven¢do comportamental intensiva, com auxilio psicolégico. Cerca de
3 a 4% dos pacientes conseguem parar de fumar sem auxilio profissional, e a terapia
farmacolégica pode auxiliar o tratamento, aumentando para 30% o sucesso em
diferentes intervengdes.

Campbell et al. (2001) acreditam nas fortes evidéncias dos maleficios do tabaco,
na forma de cigarro. O cirurgido dentista deve incluir um servigo de tratamento para
auxiliar o paciente a deixar o habito de fumar, como parte do cuidado rotineiro de seus
pacientes. O efeito do tabaco na cavidade oral aparece muito antes do que os efeitos
sistémicos e sdo visiveis e reversiveis com a de suspensio do hébito. Segundo os
autores, os adolescentes e os homens procuram muito mais o consultério dentario do
que os consultérios médicos, dai a importincia de se apresentarem, de forma explicita,
materiais auto-explicativos, na drea de recep¢do do consultério, que funcionardo como
provedor de fonte de informagdo para aqueles que desejam parar de fumar. Uma vez o
fumante identificado, uma pergunta simples deve ser realizada — quanto ao interesse do
paciente em parar de fumar — permitindo, assim, a intervengao do profissional. Para os
fumantes nio interessados em parar de fumar, uma oferta de ajuda para quando eles
estiverem interessados nio € abusiva e lembra que existe ajuda disponivel. Na verdade,

apenas uma pequena quantidade de fumantes pira de fumar simplesmente com a
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intervengao profissional, porém o auxilio dos profissionais da 4rea odontoldgica €
essencial & orientagdo desse grupo de pacientes, provendo material educacional e
auxiliando no plano de suspensdo do hdbito, ou oferecendo meios ao paciente para a
suspensdo do fumo, como também o conforto da equipe e programas de reabilitagio.

Menezes et al. (2001) realizaram estudo transversal com alunos do primeiro ao
quinto ano da Faculdade de Medicina Federal de Pelotas — 449 estudantes em 1996, 470
em 1991 e 426 em 1986. A ocorréncia de tabagismo entre os estudantes era de 11,6%,
porém passou a diminuir, nos trés anos estudados, € o teste para tendéncia linear
confirmou essa tendéncia (p<0,001). Por outro lado, a queda percentual entre 1996 e
1991 foi menor do que observada entre 1991 ¢ 1986 e ndo atingiu a significncia
estatistica. Aproximadamente dois tercos dos alunos afirmaram que o tabagismo, como
tema de ensino, era pouco ou nada valorizado dentro do curso de Medicina; e 44% dos
alunos responderam que o fumo entre os professores estimulava o vicio de fumar nos
estudantes. A dependéncia da nicotina € hoje reconhecida como uma doeng¢a, da mesma
forma que a dependéncia a outras drogas, como a cocaina. Apesar da vontade de muitos
fumantes abandonarem o vicio, nem sempre isso € tarefa facil, ja que o organismo reage
a diminuigio do nivel da nicotina com sintomas que variam de irritabilidade até ins6nia,
entre outras manifestacdes mais severas. Para que se obtenha maior €xito nessa luta, €
adequado, além do aconselhamento, utilizarem-se outras medidas, como a substitui¢do
por nicotina em forma de adesivo ou Bupropion. O alcance da cessagio do fumo ¢ de
sua total erradica¢@o nao € uma tarefa individual: deve estar inserido em um contexto no
qual cada um participe, deniro dos seus limites. A soma de esforgos pode resultar na
erradicacio de uma das principais epidemias deste século.

Al-Shaammari ef al. (2006) avaliaram um total de 1012 pacientes, em seis

diferentes institutos de saide no Kuwait, durante o més de junho de 2003. Foram
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identificados 297 pacientes fumantes, na maioria homens (93,3%), dos quais 52,2%
apresentaram baixo indice de escolaridade. A maioria dos pacientes demonstrou
conhecimento dos maleficios do habito de fumar na saiide oral. A pigmentagao dentéria
foi reconhecida por 89,5% dos pacientes, os efeitos periodontais por 76,2%, o cancer
oral por 62,6%, danos regenerativo por 27,7%, e 50,8% responderam corretamente que
a incidéncia de cdrie ndo se relaciona ao hébito de fumar. A maioria dos pacientes
fumantes (77,4%) relatou que poderia considerar a possibilidade de suspensao do hébito
se fosse orientada quanto aos maleficios. O nivel de conhecimento dos entrevistados
quanto ao aumento da incidéncia de cincer oral nos fumantes apresentou-se baixo em
relagdo as graves conseqiiéncias ocasionadas pela doenga. Na opinido dos autores, a
orientagiio ao paciente pode auxiliar no fator decisdo da suspensio do héabito de fumar.
Outro ponto importante a ser relatado € que essa pesquisa foi realizada em uma unica
regido, portanto esses dados podem ndo ser aplicdveis para outras localidades, tendo os
autores sugerido outras avaliagdes, com diferentes amostras e em diferentes localidades

geograficas.

2.2 O Fumo ¢ o Implante

Jones e Triplett (1992) comentaram que a isquemia € um fator importante na
fisiopatologia imposta na regeneragdo, pois ¢ habito de fumar cigarro tem efeito direto
no tecido exposto, como também na redugdo da perfusdo e distribuigdo do oxigénio no
organismo. O experimento por eles realizado envolveu um grupo de quinze adultos,
cinco deles fumantes ¢ dez ndo-fumantes, todos os quais foram submetidos a0 mesmo
protocolo de enxertia Gssea intra-oral simultinea 2 instalagio de implantes. Cinco

pacientes apresentaram perda no implante e/ou do enxerto. Destes quatro eram
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fumantes (830% do grupo de fumantes), ¢ um do grupo de ndo-fumantes (10%). Os
autores consideram que o h4bito de fumar possivelmente estd associado com o
problema da regeneragio nessa série de pacientes. As evidéncias implicam, portanto,
que o cigarro também & um fator de risco para implantes dentarios.

Bain e Moy (1993) apresentaram uma revisio de 2.194 implantes do tipo
Branemark instalados pelos autores em 540 pacientes e mantidos durante seis anos e
sugeriam a avaliagio da influéncia do hébito de fumar na falha de implantes. Foi
perdido um total de 130 implantes (5,92%) e a porcentagem de perda em fumantes foi
de 14,28%, em comparacdo a 4,76% em nao-fumantes (P<0,001). Com levantamento
estatistico, foi sugerida a suspensio do uso do tabaco por pelo menos uma semana antes
da cirurgia para permitir melhores niveis de adesdo plaquetaria e viscosidade sanguinea,
assim como também a redugdo dos efeitos deletérios da nicotina, mantendo-se a
suspensao por pelo menos dois meses ap6s a instalagio dos implantes, tempo de
resposta regenerativa do osso envolvido ¢ inicio da fase osteoblastica, quando o osso
apresenta uma estabilidade inicial. Essa pesquisa identifica o hibito de fumar como um
fator significante para aumentar o potencial de perda de implantes dentarios e
recomenda futuros estudos para avaliar distintamente o mecanismo de atuagio do
tabaco e de um possivel protocolo de suspensdo do hébito de fumar, baseado em
achados biolégicos.

De Bruyn; Collaret (1994) realizaram uma pesquisa retrospectiva para descrever
a sobrevida de implantes dentdrios instalados clinicamente e relaciond-la ao habito de
fumar dos pacientes. O artigo focou a falha encontrada entre o periodo de instalagdo e o
perfodo inicial de carga funcional em 462 implantes do tipo Branemark (Nobelpharma
AB, Gotenburgo, Suécia), instalados em 117 pacientes, consecutivamenteo pelo mesmo

cirurgido, sem distingao de idade, género, ou hébito de fumar. O habito de fumar nio
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fumantes (80% do grupo de fumantes), e um do grupo de ndo-fumantes (10%). Os
autores consideram que o habito de fumar possivelmente estd associado com o
problema da regeneragio nessa série de pacientes. As evidéncias implicam, portanto,
que o cigarro também € um fator de risco para implantes dentarios.

Bain e Moy (1993) apresentaram uma revisio de 2.194 implantes do tipo
Branemark instalados pelos autores em 540 pacientes e mantidos durante seis anos e
sugeriam a avaliagio da influéncia do hédbito de fumar na falha de implantes, Foi
perdido um total de 130 implantes (5,92%) e a porcentagem de perda em fumantes foi
de 14,28%, em comparagio a 4,76% em nio-fumantes (P<0,001). Com levantamento
estatistico, foi sugerida a suspensdo do uso do tabaco por pelo menos uma sernana antes
da cirurgia para permitir melhores niveis de adesdo plaquetéria e viscosidade sanguinea,
assim como também a reducdo dos efeitos deletérios da nicotina, mantendo-se a
suspensdo por pelo menos dois meses ap6s a instalagio dos implantes, tempo de
resposta regenerativa do osso envolvido e inicio da fase osteobldstica, quando o osso
apresenta uma estabilidade inicial. Essa pesquisa identifica o hibito de fumar como um
fator significante para aumentar o potencial de perda de implantes dentdrios e
recomenda futuros estudos para avaliar distintamente o mecanismo de atuagdo do
tabaco e de um possivel protocolo de suspensio do hébito de fumar, baseado em
achados bioldgicos.

De Bruyn; Collaret (1994) realizaram uma pesquisa retrospectiva para descrever
a sobrevida de implantes dentérios instalados clinicamente € relaciona-la ao hébito de
fumar dos pacientes. O artigo focou a falha encontrada entre o periodo de instalagio ¢ o
periodo inicial de carga funcional em 462 implantes do tipo Branemark (Nobelpharma
AB, Gotenburgo, Suécia), instalados em 117 pacientes, consecutivamenteo pelo mesmo

cirurgido, sem distingdo de idade, género, ou habito de fumar. O hébito de fumar nio
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apresentou efeito na porcentagem de falha na mandibula, porém na maxila foi
expressivo, pois 31% dos pacientes fumantes apresentaram falhas e apenas 4% dos ndo-
fumantes. Apesar da pesquisa néo ter avaliado outros riscos multifatoriais, o hébito de
fumar demonstrou um importante efeito adverso na sobrevida inicial do implante antes
da aplicagio de carga, independente da qualidade ou quantidade éssea dos pacientes.

Riebel er al. (1995), para investigarem os efeitos negativos da nicotina,
posicionaram e fixaram osso iliaco enxertado em regido disto-lateral do Fémur de 24
coelhos neozelandeses maduros, divididos em dois grupos distintos: um grupo controle,
em que foi instalada uma bomba osmética para infusio de solugdo salina por duas
semanas, € um grupo teste, em que foi infundida solugio de nicotina. Foi encontrada
nesse estudo, o atraso ou a inibi¢io do crescimento da vascularizagio no osso
enxertado, nos animais expostos a nicotina (20-45ng/ml). O efeito foi evidente na fase
inicial de revascularizagdo. Além disso, foi visivel o atraso no crescimento da formagao
6ssea dos animais expostos a nicotina, porém esse efeito foi reduzido ao aproximar-se a
quaria semana, provavelmente relacionado suspensdo da infusao de nicotina na segunda
semana. Foi também evidenciada uma redugao na reabsor¢do do osso tabercular por
unidade de 4rea de osso nos animais expostos a nicotina, indicando maior reabsor¢io
6ssea nos grupos mais tardios, relacionada a limitagao da vascularizagio, ¢ redugdo da
habilidade de reabsorver tabérculas necréticas. O significado desses resultados pode ser
transferido a efeitos ocasionados em fumantes humanos, portanto a descontinuidade de
fumar € justificada antes da cirurgia de enxerto dsseo, e também foi relatado que a
utilizacio de adesivos de nicotina pode atrapalhar a regeneragéo 6ssea.

Schwartz-Arad et al. (2002) compararam a incidéncia de complicacdes € a taxa
de sobrevida de 959 implantes dentéarios em dois grupos de 89 pacientes fumantes e 172

pacientes ndo-fumantes, no periodo de 1995 a 1998. Os resultados dessa pesquisa
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estabeleceram uma relagio entre complicagdes em implantes e pacientes fumantes: estes
apresentaram uma alta incidéncia de complicacdes. A maioria das complicacdes ndo
evoluiram para perda dos implantes dentarios. Os implantes imediatos falharam menos
frequentemente que os nio-imediatos e o indice de exposi¢ao foi maior nos implantes
de hexagono externo do que nos de hexdgono intemo. Os autores acreditam que o0s
pacientes deveriam ser orientados quanto 2 necessidade de limitarem ou reduzirem o
habito de fumar, pois, assim, poderiam reduzir os indices de complicagdes,
possibilitando a maior sobrevida de seus implantes dentdrios.

Sendyk (2005) associa a experiéncia clinica com dados colhidos na revista de
literatura e conclui que nao hé consenso na literatura de que o hébito de fumar aumente
o nimero de fracassos de implantes colocados em 4rea de quantidade dssea suficiente,
ndo submetidas anteriormente a técnica de reconstrucdo, acreditar-se que pacientes
fumantes tenham uma maior quantidade de reabsor¢do dssea na margem do 0sso0
alveolar perimplantar. Relata um nimero maior de fracassos em implantes colocados
em enxertos 6sseos e técnicas de levantamento de seio maxilar em paciente fumantes.
Relata que fumo ndo € uma contra-indicacdo absoluta tanto para a colocagio de
implantes quanto para a realizag@o de técnicas reconstrutivas. Todavia, deve-se levar em
consideracdo que o tabagismo € um fator de risco adicional para a quantidade final do
tratamento implantoddntico a ser realizado. O cirurgido-dentista, como profissional da
irea de Sadde, nio pode se furtar A responsabilidade de motivar e, principalmente,
alertar o paciente para os maléficos do tabagismo.

César-Neto et al. (2006) realizaram uma pesquisa com o intuito de investigar
histologicamente, em ratos, a influéncia da inalagio do cigarro ¢ da suspenséo da
inalagio, observando-se o suporte Gsseo alveolar em volta de dentes clinicamente

sauddveis. Os animais expostos ao hdbito de fumar continuo apresentaram uma
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significante redugdo na propor¢ao de tecido mineralizado, quando comparados aos
animais dos grupos ndo fuinante e ex-fumate (p>0,005), demonstrando o beneficio da
suspensdo do habito do fumo no significante impacto do fumo de cigarro na qualidade
dssea. Os resultados apresentaram, de forma linear, uma condigfo reversivel provocada
pelo consumo de cigarro, o que pode suportar a concepgao clinica de que o efeito do
consumo do cigarro em nivel Gsseo & reversivel. Com os limites dessa pesquisa, o0s
achados proveram uma evidéncia importante no efeito do habito de fumar cigarro na
regido do osso alveolar circundante de dentes saudéveis, e reforgou a hipétese de que,
tanto como em 0ssos esqueléticos, os 0ssos da cavidade oral podem ser influenciados
danosamente pelo fumo. Por conta da anatomia e do metabolismo significantemente
diferentes entre o rato e 0 humano, especialmente a respeito das idades cronolégica e
biolégica, os autores sugerem comparagdes futuras dos resultados encontrados nessa
pesquisa com dados coletados em grupos de pacientes humanos, devendo-se relaciona-

los com cuidado.

2.3 O Fumo e o Periodonto

Hanes; Schuster; Lubas (1991) relataram que o efeito da nicotina sobre o
fibroblasto tem alterado a morfologia deste e a adesdo a substratos, como também tem
causado distirbios da sintese e secre¢io de proteinas. Essa alteragio funcional pode
estar associada com as mudangas na membrana celular, que resultam da adesdo da
nicotina, ou ao distirbio de balango do metabolismo celular, resultante de altos niveis
de nicotina. A proposta dessa avaliagao foi determinar se os fibroblastos gengivais
aderem 2 nicotina e se¢ algum tipo de adesdo dessa natureza determinar a intera¢io dos

fibroblastos gengivais com a nicotina e se eles podem retornar a sua integridade. Os
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resultados sugeriram que a nicotina adere ao fibroblasto gengival, que essa adesdo ¢
inespecifica e que a unido dura um periodo médio de quatro horas, provendo alto indice
intracelular.  Os fibroblastos gengivais também devolvem a nicotina ao meio
extracelular sem alteragdes metabélicas. Porém uma associagdo aparente da nicotina
com componente intracelular aparenta desenvolver altos indices da nicotina no meio
intracelular, o que pode interferir nas fungdes celulares normais.

Preber; Bergstrém; Linder (1992) propuseram uma pesquisa para relacionar a
ocorréncia das Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacterdides gingivalis e
Bacterdides intermedius como patégenos originais da periodontite com o hdbito de
fumar. Niao foi encontrada diferenga significativa entre as culturas colhidas da bolsa
periodontal dos pacientes fumantes ¢ dos nao-fumantes correlacionadas a presencga de
patogenos. Os autores apresentaram, com possivel explicagao para esse resultado, que a
existéncia de patégenos desconhecidos poderia influenciar a patogenia da periodontite
em pacientes fumantes. Porém a melhor explicacéo seria que o efeito do fumo pode
modular a redu¢io do mecanismo de defesa do hospedeiro. Os autores acreditam que o
fumo pode tornar o tecido periodontal mais susceptivel 4 agdo destrutiva dos
periopatégenos.

Stoltenberg et al. (1993) confrontaram a associagio existente entre o habito de
fumar cigarros e sinais da doenga periodontal. O exemplo da amostra consta de um
total de 1.090 adultos saudaveis que foram atendidos pela organizagdo de manuteng¢io
de sadde da drea de St. Paul, no estado de Minneapolis, Estados Unidos. O estudo
sugeriu que a severidade da doenga periodontal € maior em fumantes do que em ndo-
fumantes. Também foi reportado um maior indice de perda dentiria no grupo dos
pacientes fumantes, em comparagio ao ndo-fumantes, no entanto ndo houve diferenca

estatistica quanto a prevaléncia das P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, P.
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intermédia, E. coredens, ou F. nucleatum (P>0,05) nos dois grupos avaliados. Com os
resultados dessa pesquisa, apresentou-se evidente que a presenga de bactéria patogénica
simplesmente nio € suficiente para a ocorréncia da atividade da doenca periodontal, a
interagdo de outras bactérias com o fumo associado a outros fatores ndo discutidos nesta
pesquisa pode ter contribuido para obtengiio destes resultados. Os autores acreditam
que pesquisa futura envolvendo analise multivaridvel pode ser importante.

Ah et al. ( 1994) propuseram um trabalho para examinar o efeito do fumo na
resposta clinica a terapia periodontal cinirgica ou nio-cinirgica. Mudangas na medida
da profundidade, no nivel de adesio, na recessdo gengival e na furca em molares, foram
comparadas entre fumantes e nao-fumantes em acompanhamento terapéutico, durante
seis anos de preservagdo. Os pacientes ndo-fumantes demonstraram um melhora na
medi¢do da profundidade das bolsas durante todo o tratamento, em comparagio ao
grupo de fumantes, como também demonstraram melhora significante no nivel de
adesdo gengival, em comparagio aos fumantes. Nao foram encontradas diferengas
significantes relacionadas ao nivel de furca em ambos os grupos, porém os fumantes
apresentaram piora do quadro de furca ao passar dos anos de preservagdo. Essa
pesquisa registrou, através de avaliagdo clinica, que os pacientes fumantes nao
respondem tdo bem ao tratamento periodontal como os aos nio-fumantes € sugeriu
investigagio futura quanto 2 necessidade de identificarem as bases biologicas para esse
achado.

Tipton e Dabbous (1995) propuseram, em um trabalho que realizaram,
determinar o efeito da nicotina, como o principal componente do tabaco, na proliferagéo
dos fibroblastos gengivais e na produgdo da fibronectina, como também na produgio e
quebra do coldgeno do tipo I para, assim, explicar o papel do uso do tabaco na

destruigdo periodontal. A nicotina, numa concentragio maior que 0.075%, causou
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morte celular, e a 0,075% e 0.05% causou vacuolizagio transitéria nos fibroblastos; na
concentragdo de 0.001% a 0,075% inibiu significativamente a proliferagio dos
fibroboastos. A produgio da fibonectina e a de coligeno do tipo 1 foram
significativamente inibidas pela nicotina, numa concentragdo de 20.05%, porém a
concentragao de 20,025% aumentou significantemente a atividade da colagenase. O
estudo sugere que a nicotina associada ao uso do fumo de cigarro resulta no incremento
da destrui¢ao da matriz extracelular gengival, na presenca de doenga periodontal.

A nicotina e seu metabélito, a cotinina, t2m sido encontradas na saliva ¢ na
gengiva, no fluido cervical dos fumantes com doengas periodontais. Estudos in vitro
tém demonstrado que a inibicdo da nicotina provoca o crescimento dos fibroblastos
gengival e o decréscimo da atividade da colagenase. Em adigio, a inibicdo do
neutréfilos € monécitos e fungio atimicrobiota tém sido reportados, apés a exposi¢do da
nicotina. Nociti et al. (2000) investigaram, através de anilise histométrica, o efeito da
administra¢do da nicotina relacionado a taxa de perda 6ssea, em regido de furca, pela
periodontite induzida. Vinte ratos Wistar formam submetidos a instalagdo de ligadura
de algodio em posi¢do submarginal, para indugdo de problema periodontal ¢ a
histometria realizada demonstrou sinais de inflamagao gengival nos dentes ligados de
todos os animais independente da infiltracdo de nicotina. Além disso, foi mantida a
saide periodontal dos molares do grupo controle, os quais ndo apresentaram diferenga
estatistica, quando comparados com os dentes ligados do grupo de ratos submetidos a
injecdo de soro fisiolégico. Porém os grupos que foram expostos a presenga de nicotina
apresentaram diferenga significativa quanto a perda 6ssea na é4rea de furca de molares,

em compara¢io a0 grupo nao €xposto. Os resultados desta investigagdo mostraram

claramente que a presenga de nicotina associada a infecg¢ao de placa dentaria incrementa
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a porcentagem de perda éssea periodontal. Porém de forma alguma a nicotina por si s6
causou perda dssea periodontal.

Mariggid et al. (2001) avaliaram a apoptose de duas linhas fagocitdrias de defesa
organica: as células polimorfonucleares e as células mononucleares (0s monécitos).
Uma sutil exposi¢ao dos polimorfonucleares a cultura com nicotina graduada entre 0,01
e 0,3%, em dose dependente, reduziu o tempo de vida dessas células. Foi requerido um
amplo tempo de cultura para que se observassem ao microscopio fluorescente tragos
morfolégicos de apoptose, como a fragmentagio do DNA na eletroforese a gel e a
expressao da sinalizagdo dos receptores da apoptose Faz/Apo-1. O efeito de apoptose
relacionado a nicotina, na primeira linha de defesa humana contra a doenga periodontal,
pode ser um importante fator etiolégico. O efeito da nicotina num periodo de 72 horas
- “dose-dependente” — foi incapaz de causar efeito de apoptose na defesa de segunda
linha das c€lulas mononucleares, os mondcitos, porém a droga inibiu a liberagéo de IL-
1B, uma citoquinose, também identificada como um fator de ativacao osteoclastica. Foi
também inibida a produgdo de um fator tecidual de ativagdo de protocoagulagio, um
regulador do sistema codgulo-fibrinolitico do periodonto dentdrio. A nicotina pode se
deletéria na fase inflamatéria, 0 que é determinado pela queda da fungdo dos
polimorfonucleares, porém a situagdo em que as c€lulas mononucleares se tornam
predominantes no tecido inflamado devido a presenga da nicotina poderia constituir-se
num fator interessante para o balango fisiolégico, que demanda evolugao e resolugao de
uma inflamagiio persistente encontrada na doenga periodontal.

Alguns componentes do produto do tabaco, como € o caso da nicotina, podem
contribuir para o desenvolvimento da periodontite, pelo efeito direto de sua toxicidade
sobre a vitalidade celular, no sistema de defesa e na manutengdo do hospedeiro. Chang

et al. (2002) tiveram como proposta determinar os efeitos da nicotina, como um
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a porcentagem de perda 6ssea periodontal. Porém de forma alguma a nicotina por si $6
causou perda dssea periodontal.

Mariggio ef al. (2001) avaliaram a apoptose de duas linhas fagocitdrias de defesa
orglnica: as células polimorfonucleares e as células mononucleares (0s mondcitos).
Uma sutil exposi¢ao dos polimorfonucleares a cultura com nicotina graduada entre 0,01
¢ 0,3%, em dose dependente, reduziu o tempo de vida dessas células. Foi requerido um
amplo tempo de cultura para que se observassem ao microscépio fluorescente tragos
morfol6gicos de apoptose, como a fragmentagdo do DNA na eletroforese a gel e a
expressao da sinalizagdo dos receptores da apoptose Faz/Apo-1. O efeito de apoptose
relacionado a nicotina, na primeira linha de defesa humana contra a doenga periodontal,
pode ser um importante fator etiolégico. O efeito da nicotina num periodo de 72 horas
— “dose-dependente” — foi incapaz de causar efeito de apoptose na defesa de segunda
linha das células mononucleares, os monécitos, porém a droga inibiu a liberacio de IL-

18, uma citoquinose, também identificada como um fator de ativagdo osteoclastica. Foi
também inibida a producao de um fator tecidual de ativacdo de protocoagulacdo, um
regulador do sistema co4gulo-fibrinolitico do periodonto dentario. A nicotina pode se
deletéria na fase inflamatéria, o que € determinado pela queda da fungido dos
polimorfonucleares, porém a situagio em que as células mononucleares se tornam
predominantes no tecido inflamado devido a presenca da nicotina poderia constituir-se
num fator interessante para o balango fisiolégico, que demanda evolugio e resolucao de
uma inflamag¢do persistente encontrada na doenga periodontal.

Alguns componentes do produto do tabaco, como € o caso da nicotina, podem
contribuir para o desenvolvimento da periodontite, pelo efeito direto de sua toxicidade
sobre a vitalidade celular, no sistema de defesa e na manutengdo do hospedeiro. Chang

et al. (2002) tiveram como proposta determinar os efeitos da nicotina, como um
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componente do fumo, no crescimento, proliferagio e sintese protéica dos fibroblastos
periodontais de seres humanos, para esclarecer o mecanismo da destrui¢do periodontal
associado ao uso do fumo. A nicotina demonstrou um efeito de citotoxidade nos
fibroblastos do ligamento periodontal, reduzindo a atividade da desidrogenase das
células apés 24 horas de cultura. Nicotina 2 concentragio =25pM inibiu 0 DNA na
sintese dos fibroblastos (P<0,05); na concentracio de 50uM inibiu a sintese de DNA de
52%; elevando-se a concentragio para 400uM, a sintese de DNA foi completamente
inibida. Trés tipos de antioxidantes foram utilizados para se avaliar se poderiam
proteger as células da toxicidade da nicotina. Foram utilizadas concentragGes de
superdxido dismutase (10-100 ug/mL), catalase (5-50 ug/mL) e acido 2-oxotiazolidine-
4-carboxiciclico (OTZ) (0,5-10 mM), substincias ndo-téxicas para os fibroblastos do
ser humano. A idnica que demonstrou um resultado positivo foi a OTZ, quando elevada
a SmM, pois bloqueou quase completamente a nicotina. Porém a peroxi-hidrogenase
(catalase) e a super6xido dismutase ndo apresentaram nenhum efeito de protegio.
Também foi observado que o sulfoximino de butionino aumentou o nivel de sobrevida
das células expostas a nicotina. Como a composi¢ao do tabaco € bem mais complexae a
nicotina € uma das mais de 2000 substancias téxicas do cigarro, hd uma necessidade de
aprofundamento do estudo das outras substincias para avaliar seu papel na doenga
periodontal.

Haber et al. (2003), realizaram pesquisa com a finalidade de avaliar o hébito de
fumar como fator de risco na periodontia. O levantamento examinava o risco de
periodontite em pacientes diabéticos, dependentes ou ndo de insulina. Foram realizadas
duas pesquisas independentes, nas quais foi avaliado o risco de periodontia associado ao
fumo, em dois grupos distintos: um de pacientes portadores de diabete mellitus (45%) e

outro grupo, de pacientes ndo-portadores da diabete (72). Os dados sugeriram que a
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periodontite € mais severa nos pacientes fumantes, em comparago aos que nunca
fumaram. J4 na associagio de pacientes portadores de diabete com os saud4veis, ndo foi
encontrada diferenga significativa na presenca de periodontite, sugerindo que a porgio
de casos com periodontite est4 associada ao habito de fumar, nio 4 condiciio de portador
de diabete mellitus. O efeito do fumo junto A prevaléncia de doenga periodontal esteve
diretamente relacionada como o grupo de pacientes jovens (entre 19 e 30 anos de
idade), como também foi visualizado no grupo de pacientes mais idosos (entre 31 e 40
anos de idade). Portanto esse estudo revela uma associagdo marcante entre o habito de
fumar cigarros e o risco de doenga periodontal em uma porcentagem marcante de jovens
adultos, identificando os fumantes como um grupo de alto risco de incidéncia de
periodontite € sugerindo que o cigaro € um importante fator de risco de doenga
periodontal.

Através da avaliagdo histologica, Benatti et al. (2005) observaram o impacto da
inalagdo da fumaga do cigarro em ratos ou da administragio de nicotina na capacidade
de regeneragao de periodotal da regido de molar. A anilise entre os grupos mostrou que
o subgrupo exposto a fumaga de cigarro apresentava densidade 6ssea reduzida na regido
de neoformagdo Ossea, em comparagio ao grupo que foi submetido a infusdo de
nicotina. N&o houve diferenga estatistica entre o grupo controle e o submetido a infusio
de nicotina. Essa pesquisa demonstrou que a exposi¢do a fumaca de cigarro afeta
significantemente a regeneracdo 6ssea em fenestragdes artificiais em osso mandibular
de ratos. Porém injecdes subcutineas de nicotina ndo apresentaram diferenga na
regeneragdo. Os resultados indicam que o hdbito de fumar cigarro pode reduzir a
capacidade de regeneragdo do processo alveolar, independente da presenga do biofilme.

Giintsch et al. (2006) averiguaram a func¢io dos neutréfilos polimorfo nucleares

em placa de fumantes e ndo-fumantes de periodonto saudavel. Foi recrutado um total
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de 60 estudantes da Universidade de Jena (EUA), que foram divididos em quatro
grupos: 15 estudantes ndo-fumantes; 15 fumantes leves (< 5 cigarros/dia); 15
moderados (5-15 cigarros/dia); e 15 de fumantes severos (> 15 cigarros/dia). Os dados
desta pesquisa sugerem que o hébito de fumar impede a viabilidade e a fungio normal
dos neutrdfilos polimorfo nucleares. Foi encontrado um maior nimero de neutréfilos
polimorfo nucleares em regido cervical dos dentes nos subgrupos de fumantes leves ¢
moderados porém, houve uma redugio da sua viabilidade e fungdo; j4 o grupo de
fumantes severo apresentou um redugio do nimero, viabilidade e funco dos neutré6filos
polimorfo nucleares, em comparagdo ao grupo controle. A redugio da capacidade
fagocitaria deve estar relacionada a reducdo da capacidade de adesio. Portanto €
previsivel que esses subgrupos de jovens fumantes, que atualmente ndo apresentam
doenga periodontal, possam apresentar problemas periodontais no futuro, relacionados

ao hébito de fumar cigarro.

2.4 O Fumo e a Atividade Regenerativa

Através da coleta sanguinea em humanos, Neher (1974) realizou cultura de
linfécitos, em uma tentativa de avaliar o crescimento dos linfécitos. Os pesquisadores
relatam que mesmo pequenas quantidades de nicotina, como a concentragdo de 0,004-
ug/ml, apresentam efeito adverso no crescimento de linfécitos em vivo. No estudo, a
concentra¢ao de nicotina 610 ug/ml inibiu por completo o crescimento dos linf6citos
periféricos e reduziu até 40% o nimero de células vivas, nos trés dias de cultura. Os
linfécitos se apresentaram mais susceptiveis ao efeito da nicotina do que as outras

células presentes na cultura.
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Em uma tentativa de comprovar os maleficios do tabaco no hébito de fumar
Mosely; Finseth; Goody(1978) propuseram uma avaliagiio regenerativa das orethas de
20 coelhos. A nicotina retardou o processo regenerativo de seis para dez dias no grupo
teste, porém a regeneragio tecidual teve continuidade similar em ambos os grupos ap6s
doze dias at¢ o fim da avaliagdo de 21 dias. Essa pesquisa sugere que o habito de fumar
cigarro, associado 4 absorgdo de nicotina, € um hébito danoso que retarda o periodo de
regeneragio tecidual.

Relacionando o hébito de fumar e osteites Sweet e Butler (1979), constataram
alteracGes vasculares resultantes do tabagismo, com consegiiente aumento na incidéncia
de alvolite, ap6s exodontias, num estudo que incluia 200 pacientes dos quais foram
realizado 400 exodontias de terceiros molares em mandibula. Os autores apontaram
véarios mecanismos patogénicos, resultantes do efeito, de produtos do cigamro -
especialmente a nicotina € o monéxido de carbono-, interferindo na agregacio
plaquetaria, formagio do trombo e resisténcia do codgulo.  Fragilizando a
permeabilidade vascular e, e retardando a regeneragio tecidual.

Reuz et al. (1984) procuraram quatificar o fluxo sanguineo com auxilio da
visualizagio direta das arteriolas das orelhas de ratos vivos através do auxilio de
microscopio comum. O efeito inicial do tabaco produziu um aumento transitério da
pressdo arterial do rato, e a micro-circulagdo apresentou uma vasoconstric¢do periférica
da orelha do animal. O didmetro intermo dos vasos decresceu para 92,9%, em
comparagdo aos niveis anteriores ao fumo e gradualmente retornou a linha basal. Foi
observada uma pequena redugéo da velocidade das células vermelhas — um decréscimo
de 12% - ap6s o fumo. A vasoconstricgdo retornam a sua normalidade depois de
aproximadamente dez minutos. Essa pesquisa constitui-se numa base para a adverténcia

contra o fumo no periodo pés-operatério em pacientes submetidos a cirurgias a retalho.
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Lawrence et al. (1984) construiram uma caixa para possibilitar a exposicio de
uma amostra de ratos ao fumo de cigarros. Utilizaram dois compartimentos de vidro
interconectados por uma abertura de trés centimetros. A parte inferior serviu para a
realiza¢do da combustdo dos cigarros: existia uma abertura na cAmara superior para
possibilitar a circulagdo do ar e, assim, manter a qualidade do ar como proveu a
circulagio da fumaga dentro do compartimento superior onde estavam posicionados os
ratos. Os ratos foram expostos a 25 cigarros ao dia. Os niveis sanguineos foram
obtidos com auxilio da avaliagdo dos niveis de carboxi-hemoglobina no sangue da
amostra, que variavam entre 16,2% e 8,4% no grupo dos ratos fumantes, € 0% a 2% no
grupo controle ndo-exposto ao fumo. O nivel de carboxi-hemoglobina nos ratos era
compativel com fumantes humanos. Os ratos demonstravam fobia A exposi¢io 2
fumaca do cigarro do inicio ao término da pesquisa. Os pesquisadores relataram que a
sobrevida do retalho realizado no dorso dos ratos da amostra foi comprometida pela
exposi¢do ao cigarro, retardando, assim, a regeneragio tecidual. O mecanismo
especifico do atraso na regeneragio tecidual do grupo exposto ao tabaco nio pode ser
comprovado através desse modelo de pesquisa, portanto foi sugerido um futuro estudo
para avaliar o mecanismo do retardo da regeneragdo tecidual relacionado ao habito de
fumar.

Através de pesquisa, Siana; Rex; Gottrup et al. (1989) avaliaram a regeneragio
tecidual em um grupo de 120 mulheres que foram submetidas ao procedimento de
esterilizagdo através de laparotomia. A regeneragdo de 75% das pacientes fumantes foi
considerada satisfatéria, em compara¢do a 100% de regeneragdo das ndo-fumantes. Na
pesquisa, foi demonstrado que as cicatrizes das pacientes fumantes apresentaram

coloragio mais escura ¢ ampla, em compara¢do as das nio-fumantes. Nio foram
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encontradas evidéncias de correlagio do efeito do fumo na formagdo do colageno, por
isso foram sugeridos estudos futuros quanto a possiveis alteragdes do colageno.

Sherwin e Gastwirth (1990) através de uma revisio de literatura avaliaram os
efeitos deletérios do fumo em forma de cigarmo e seus constituintes fisiolégicos. A
nicotina, mondxido de carbono, € os principais componentes do cigarro apresentaram
influéncia quanto 2 inibig¢ao do reparo na epitelizago, causando danos nos componentes
celulares sanguineos, e criando uma hipéxia celular. Portanto sugerem recomendagdes
quanto a necessidade da suspensio do hdbito de fumar antes de procedimentos
cirirgicos.

Jessen et al. (1991) demonstram a redugao rapida e significante do oxigénio nos
tecidos subcutineos em oito voluntirios, em resposta ao fumo, e permaneceu baixa
durante de 30 a 50 minutos. Esses dados sujerem que fumar um mago de cigarros por
dia, podem levar a hipoxia tecidual por um periodo significante. O grau de hipéxia
encontrado esta associado a pobre capacidade regenerativa em diferentes estudos
realizados com animais e humanos. A hipéxia tecidual pode esta relacionada aos efeitos
farmacocinético da nicotina encontrada na circulagio sanguinea. Isto sujerem que a
vasoconstricgdo periférica € induzido pelo efeito adrenégico da nicotina e que pode
contribuir ao decréscimo do oxigénio nos tecidos subcutineos.

O mecanismo da associagdo do fumo com envelhecimento facial e regeneragio
tecidual aberrante ndo € bem compreendido. Para comparar a regenerac@o tecidual na
sintese de coldgeno em vivo e a degradagio da pele Knuutinen et al. (2002) avaliaram
47 fumantes € 51 nao-fumantes do norte de Finlandia. Apresentaram sintese dos
colagenos dos tipos I ¢ III decrescido € 0 mecanismo de manutengdo e balango da
matriz extracelular que também foi afetado constituiram nova informagdo sobre o

mecanismo de envelhecimento facial prematuro e regeneracdo tecidual irregular em
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fumatnes. O impacto observado, de 18-22% do decréscimo na sintese do colageno, no
mecanismo de resisténcia e estabilidade da pele, ndo € esclarecido, porém fumantes
severos t€m mostrado sofrimento tecidual por hip6xia durante a maior parte do dia, e
esse longo periodo de hipéxia e toxicidade os afeta e pode explicar a alteragdo no
balango da matriz extracelular, a queda da sintese do coldgeno e o incremento dos niveis
de Matriz de metaloprotease na pele de fumantes podem levar a deterioracio em longo
prazo.

Wong et al. (2004) documentam e avaliam o prejuizo causado em fumantes
passivos, que sdo mais expostos a um maior nimero de componentes, em maior
concentragdo, que os fumantes ativos. A exposi¢do ao tabaco reduziu a capacidade
reprodutiva dos fibroblastos, portanto os resultados sugerem um aumento da sobrevida
celular relacionado a pobre replicagio. Foi encontrada uma redugiio na capacidade
adesiva dos fibroblastos, ocasionando um decréscimo na migragao celular, em
comparagdo as células encontradas em tecidos em vivo. O sisiema endomenbranoso €
interconectado por microtibulos, que eram de dificil distingao nas células expostas ao
fumo, sugerindo sua desorganizagdo. Durante o processo de granulagdo tecidual, é
necessario que o fibroblasto migre para a drea de regeneracdo, para que possa efetuar
suas diferentes fungdes; portanto, se a migracao € inibida, a granulagio e a formagao
tecidual sdo prejudicadas, resultando em um atraso ou deficiéncia da regeneragiio
tecidual. Cobaias expostas ao fumo obtiveram 85% de tecido cicatrizado, em
comparagio a 95% do grupo de cobaias ndo expostas a0 fumo, demonstrando que a
regeneragio tecidual pode ser significantemente atrasada. Na avaliagdo microscépica,
as cobaias expostas ao fumo demonstraram celularidade e deposi¢io de matriz
anormais. Fumantes passivos estimulam as proteinas que prolongam a sobrevida

celular dos fibroblastos e inibem sua migracdo. Esse processo pode resultar no atraso
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do reparo e remodelamento, levando a uma cicatriz indesejada, como é comum em
individuos fumantes. Portanto € importante o conhecimento dessa intoxica¢do nos
individuos expostos ao fumo passivo, pois essa exposi¢io pode ser bastante perigosa.
Assis et al. (2005) investigaram em ratos expostos ao fumo de cigarro a presenga
de bel-2 € bax sdo dois genes efetuais importantes durante o processo intrinseco de
apoptose celular A prot-ocongénese bet-2 que tem o papel de inibir a apoptose celular;
j4 o bax € considerado o maior efetor da apoptose celular. Portanto a relagio bel-2//bax
controla a relativa susceptibilidade de estimular a célula induzindo a apoptose e a moste
celular. A apoptose € um mecanismo de defesa importante para prevenir e eliminar as
células cancerigenas, ¢ sua desregulacio pode ocasionar o desenvolvimento e o
crescimento de tumores cancerigenos. Com o intuito de avaliar prolifera¢ao celular, na
mesma amostra também foi avaliada a positividade para antigeno nuclear da célula na
sua proliferacao desta. A avaliagdo microscépica apresentou infiltracdo de neutrofilos
em mucosa da laringe no grupo exposto ao fumo. Foi observada transformagio
hiperpldsica e metaplasica em alguns dos espécimes submetidos ao fumo. A
porcentagem de bel-2/bax apresentou um aumento ap6s 75 dias de exposi¢io ao fumo,
em compara¢ao ao grupo-controle; j4 o antigeno nuclear da célula na sua proliferacio
ndo apresentou diferenca estatistica entre os dois grupos. Portanto o mecanismo pelo
qual o fumo induz a carcinogénese oral ndo pode ser relacionado a proliferagéo celular
no tecido avaliado. Os pesquisadores concluiram que bel-2 apresentou-se mais
expressado ap6s a exposi¢do ao fumo de cigarro, mas que sdo’ necessdrias outras
pesquisas para analisar 0 mecanismo de indugio e possibilitar uma compreensdo da
extrapolagao deletéria do fumo.
A migragdo celular € a chave para o processo de regeneragdo e € regulada por

uma variedade de sinalizadores. Fang e Svoboda (2005) examinaram alguns possiveis
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sinahizadores necessdrios para a migragdo dos fibroblastos, em uma tentativa de
confirmar que a nicotina tem um efeito deletério na atividade celular regenerativa de
tecidos, avaliando se a nicotina causa algum distirbio na pequena proteina G, e Rac
necessérias para a realizagdo da migragdo celular, e no sinal para cadeia de proteinas,
como 1/2 quinase p2l-ativada(PAKY2), e proteina ativadora de mitogénese
erk1(Pp44/42 MAPK). O intuito dessa experiéncia foi observar, num periodo de dois
dias seguidos, a regeneracdo de um 4rea ferida. As amostras tratadas em nicotina
apresentaramn metade da porcentagem de crescimento, durante todo o periodo de
avaliacdo, em comparag¢iio com as células do controle. Em relagio a polaridade celular,
os autores concluiram que a nicotina ndo mudou a habilidade e o senso de diregdo na
migracao celular regenerativa, sob condi¢cdes experimentais. Os autores observaram
que a nicotina reduziu a atividade da Rac, porém aumentou a atividade da PAKY e
erk2 (P-p44/42 MAPK), levando a acreditar que outro sinalizador poderia estar
aumentando a atividade da PAKY2 que provavelmente nio estava relacionada a
atividade reduzida da Rac, sob as condi¢cdes do experimento. Portanto outros
sinalizadores poderiam estar envolvidos na migragdo celular, como uma proteina
membro da familia MAPK, Mek (proteoquinase, quinase ativada mitogenicamente), que
¢ detectada através de um sinalizador erk2 Interessantemente, no grupo tratado com
nicotina a atividade da erk!s foi mais intensa que no grupo-controle. O estudo
demonstrou que os fibroblastos, na presen¢a de nicotina, reduziram ate 50% sua
migragio e que a atividade da proteina Rac decresceu. Independente dessa redugio, a
PAKYe a erk V2 mantiveram-se ativas. Esses sinais indicativos podem ser importantes

na modulacio e reguladores do processo de regeneragdo de ferimentos orais em

pacientes que furnam.
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Kuri et al. (2005) apresentaram como proposta obter valores relativos a2 melhor
época para se realizar a suspensio do h4bito de fumar que proporcione a redugdo da
incidéncia de complicagdes na regeneragio em cirurgias reconstrutivas de cabega e
pescogo, pois entendiam que um periodo curto pré-determinado de suspensdo do fumo
antes da cirurgia resultasse em melhora da regeneragdo, o que poderia funcionar
também como uma boa recomendagio, que de encorajaria os pacientes a deixaram o
fumo. A incidéncia de dano regenerativo foi baixa em ex-fumantes intermediarios (de 8
a 42 dias) e iniciais (7 dias), o que nio significou diferen¢a substancial em comparagio
ao grupo que havia parado de fumar hia mais tempo (>43 dias). Os autores
apresentaram uma correlac@o significante entre a melhora na suspensio do habito de
fumar e o grau de regeneragao tecidual. Ex-fumantes intermediarios e recentes e ndo-
fumantes tiveram um significante baixo risco de desenvolver complicagdo na
regeneragdo tecidual, em comparacio ao grupce de fumantes. A porcentagem de
cigarros consumidos ndo teve significincia na relago entre a suspensdo do fumo e a
regeneragdo tecidual. O risco de complicagSes comecou a apresentar redugio nos
grupos que pararam de fumar de uma a quatro semanas antes da cirurgia, decaindo os
riscos naqueles que haviam parado hd mais tempo. Essa orientagio deve ser
disseminada junio aos profissionais de saide € na orientagdo de pacientes que serdo
submetidos a cirurgia em cabeca e pescogo.

Vitale (2005) utilizando a mesma metodologia instituida nessa pesquisa, teve
como objetivo avaliar e comparar — em ratos induzidos ao fumo e ratos nao-induzidos
ao fumo — a interferéncia da fumaga de cigarro na regeneragdo da mucosa oral. Os
resultados histolégicos e clinicos concluiram que, comparando-se ratos do grupo

experimental com ratos do grupo controle, houve um retardo na regeneracio dos tecidos
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3 PROPOSICAO

A intencdo deste trabalho foi comparar clinica e histologicamente, a reparagio
da mucosa oral em maxila de ratos Wistar, apoés exposi¢do a fumaca de cigarro seguida
de um periodo de abstinéncia, em relagio a outro grupo igualmente exposto a fumaga de

cigarro, porém sem suspensio do hébito.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Para manutenciio dos animais

e Ragio';
e Agua filtrada;

* gorro, mascara, ¢ luva de procedimento?;

4.1.2 Para inalagdo da fumaca do cigarro e avaliagiio da regeneraciio

* caixa plastica’ para simular em ratos o hébito de fumar;
« cilindro de ar comprimido com regulador e fluxdmetro®;
* mangueira de silicone ligando cilindro-caixa;

e cigarros da marca Hollywood®’;

¢ caneta — marcador permanente;

e pinga clinica reta e pinga Adson com dente de rato;

e cabo de bisturi n° 3;

o perfurador esférico de 4 e 6 mm;

¢ tesoura reta serrilhada;

e lamina de bisturi n°15°%

o gaze estéril’;

! Purina (SP, Brasil).

® Sanremo, Esteio - RS - Brasil.
* White Martins, Osasco — Brasil.

* Souza Cruz - Brasil
” Two Amaws, Shangha: med S.N., Shangha - China.
Nave ind. @ com. Iifa.. S30 Paulo - Brasi.
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* méquina fotogréfica digital Sony (DSV-V1)%.

4.1.3 Drogas

e clorexidina’;

e eter;

e solucdo de aménia'’;
e 4guadestilada'’;

e formalina;

e hematoxilina.

4.14 - Equipamentos
e caixa de pléstico'’;
e cilindro de ar comprimido com regulador e fluxdmetro'?;

¢ mangueira de ar comprimido (silicone).

4.1.5- Material de consumo
e s 14,

e |uvas estéreis

e Ascaras;

®  gOITOS;

e Gculos de protegéo;

e gazes estéreis;

* Sony Cyber-shot 5.0magapaels — DSC-V1 ~ China
"“Coigate-Paimalive, S. Bernardo do Campo - Brasd
"Pavling, 380 Pavlo — Brasil

" Risquimica, S&6 José do Rio Preto, Brasy.

" UNISA, Sho Paulo ~ Brasil.

" Plistico Santana 25kitros.

" White manting. )
' Madeitex, 5. José dos Campos - Brasil.
? Salari, Songkhta - Thailand.
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4.1.6 - Instrumental
¢ afastador;
* pinga;

* cabo e bisturi circular (perfurador esférico 4 e 6mm);
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4.2 Métodos

4.2.1 Os animais

Foram utilizados 32 ratos, do género masculino, da raga Wistar, com média de
quatro meses de idade e aproximadamente 250 miligramas de peso. Os animais foram
adquiridos pelo pesquisador e levados ao biotério da Universidade de Santo Amaro,
onde passaram por um periodo de adaptagio de 15 dias. Mantidos em gaiolas, sob
controle condicional de temperatura (24 + 2°), periodo de claridade e escuriddo de 12
horas, acesso livre a agua filtrada e ragdo ad libitum, sob supervisdo veterindria até o

final do estudo (figura 1).

4.2.2 Experimento

O experimento descrito a seguir foi registrado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Santo Amaro nimero 282/03, recebeu o parecer da comissio €tica
nimero 141/2005, experimento esse que atende aos aspectos fundamentais das
Resolugdes do Conselho Nacional de Saide 196/96, 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e
Normas Reulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Vivos (Anexo A).

Os animais divididos em dois grupos distintos, ambos foram retirados duas
vezes ao dia da gaiola e foram expostos ao fumo de cigarro por 45 dias seguidos,
totalizando aproximadamente 3.120 cigarros. De acordo com o fabricante, cada cigarro
utilizado no experimento libera 10mg de alcatrdo, 0,8 mg de nicotina ¢ 10mg de
mondéxido de carbono.

O método utilizado na presente pesquisa foi similar ao proposto por Simani,
Inoue; Hogg (1974) e implementado por Wang ef al. (1999) para que houvesse a

exposi¢do sos animais ao fumo de cigarro em vma incubadora de plastico modificada



45

(figuras 2, 3 ¢ 5), com uma cémara limpa aclopada a um cilindro de 9,6 m’ (figuras 6a e
6b) composto de ar comprimido, ar medicinal com as mesmas caracteristicas do ar
atmosférico, obtido através da mistura do oxigénio com nitrogénio, na propor¢io de
21% Oz € 79 % N, com grau de pureza minima de 99,5%. O ar medicinal foi utilizado
para se realizarem as tragadas de fumaga através do vdcuo soprado para dentro do
recipiente onde estavam os ratos (figuras 4, 7, 8 € 9). Aproximadamente um cigarro por
rato, em um tempo médio de dez minutos, aplicado com intervalos de doze horas,
inserido inicialmente de forma gradual até totalizar dois cigarros por rato na segunda
semana, em tempo médio de vinte minutos/dia. O protocolo utilizado nessa pesquisa
com auxilio de uma caixa em que os ratos foram expostos a fumaca e do nimero de
cigarros por dia foi sugerido por Nociti et al. (2002) e Vitale (2005).

Imediatamente apds o perfodo de exposigdo de tabaco o grupo um denominado
de grupo controle, foi submetido a anestesia, antissepsia intra-oral e extra-oral (figura
10), e nele foi realizada a cirurgia com auxilio de um perfurador esférico (figura 11),
causando um ferimento de aproximadamente quatro milimetros na regiio da mucosa
maxilar (figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17). Apds a obtencdo da ferida cirirgica, os
animais continuaram o processo de inalagio de fumaga de cigarro até o ultimo dia do
experimento sendo retirados de suas gaiolas duas vezes ao dia e postos na cimera
adaptada. Durante os dez dias de regeneracao foram coletadas amostras para avaliagdo
da mesma forma que no grupo teste como sera descrito a seguir.

No segundo grupo, apds o periodo de 45 dias de inalagdo de fumaga, o tabaco foi
suspenso por um periodo de sete dias - equivalente a um més em seres humanos —
tempo aproximado a0 necessério para a realizacdo do ciclo regenerativo de tecidos
moles, e os ratos foram assim mantidos em suas devidas gaiolas, ordem desfrutaram de

ar puro, ragio e dgua. Ap6s o periodo de sete dias sem fumar, foram submetidos a um
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ferimento cinirgico com auxilio de um perfurador esférico com aproximadamente 4 mm
na regiao da mucosa maxilar similar ao realizado no grupo controle.

Na avaliagdo e comparagio regenerativa de todos 32 ratos quanto o
procedimento de coleta de dados, os dois grupos foram divididos em sub-grupos
eqiiitativos, e realizada coleta de tecido em regeneracio nas diferentes datas de trés,
cinco, sete e dez dias apds a cirurgia. Antes da coleta os animais foram anestesiados,
realizados sacrificio pelo método do deslocamento cervical, para evitar sofrimento,
analisado clinicamente e graduado o processo de reparagio quanto a presenca de

infecgdo, alteragdo na coloragdo, contragio do perimetro e presenca de edema com

mostra o quadro a baixo:

Quadro 1 - Parimetros de avalia¢io regenerativo.

Regeneracio Graduacio

1- Auséncia de infec¢do. +

Boa A 2- Perimetro menor que 4 mm. +

3- Auséncia de edema +

Moderada 4- Coloraciao normal +

Fdo 1- Presenca de infec¢ao -

2- Perimetro maior que 4 mm -

Ruim 3- Presenca de edema -

i 4- Presenca de eritema -

Esses dados foram avaliados por uma analise estatistica que teve como objetivo
verificar a consisténcia dos dados obtidos na avaliagao clinica dos parimetros
estudados, recorreu-se ao teste qui-quadrado € ao teste de proporcionalidade, todos em
nivel de 95% de confianga (p<0,05).

Ap6s a avaliacdo clinica foram realizadas fotografias para registro e ento
coletado material para avaliagdo histolégica. A coleta foi realizada com auxilio de um

perfurador esférico de 6mm de diametro (figuras 19, 20, 21, 22 e 23), que possibilitou a
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retirada de amostra com um didmetro maior com a inclusio de tecido sadio circundante,
para auxiliar nos parametros de localizago na avaliagio histolégica (figuras 21, 22 ¢
23). Os fragmentos removidos (figura 23), fixados em formal 10% por um periodo de
trés dias, passaram por um processo de inclusdo em parafina, para sé entdo, tornar-se
possivel o corte com o micrétomo. Laminas obtida da mesma regido do bloco,
processado € corada um vez, totalizando o ntimero de 31 laminas avaliadas por quatro
diferentes profissionais calibrados nos seguintes pardmetros de avaliagdo histolégica das
laminas nos dias 3, 5, 7 e 10 em duplo-cego entre o grupo controle e teste, utilizando
um escala de cruz onde eram gradvados de acordo com a quantidade de células ao
microscopio 6ptico encontrados em cada lamina em pouco*, moderado** e alto***,
como demonstrado a baixo:

+ Muito pouco - dependendo da idade da ferida*

++ Pouco - dependendo da idade da ferida*

+++ Moderado - dependendo da idade da ferida**

++++ Alto - dependendo da idade da ferida***

+++++ Muito Alto - dependendo da idade da ferida***

Resultando em tabelas numa tentativa de graduar a quantidade de neutrofilos,
presenca de edema, presenga de macréfagos, fibroplastia e niveis de colagenos,
neovascularizacio, presenca miofibroblastos, reepiteliza¢do e maturagio celular. Esses
dados foram avaliados por uma anélise estatistica em testes ndo paramédicos que teve
como objetivo verificar a consisténcia dos dados obtidos na avaliagio histolégica dos
parimetros estudados. Na avaliacio histolégica recomreu-se a Teste de Mann-Whimey
U, o teste foi usado para comparar duas amostras independentes de unidades amostrais,
e o teste de Kruskal wallis —nao paramédico— utilizado para comparar duas amostras

independentes dos animais, € Wileoxon utilizado para possibilitar a comparagao entre os

grupos da evolugdo e reparagdo tecidual através das laminas histolégica nos diferentes

periodos de tempo.



Figura 2 — Caixa Pléstica de Indugdo de Fumo.
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Figura 3 - Vista da diviséria dos compartimentos de combustao e de inalagao.

Figura 4 — Vista da gaveta com os cigarros instalados.



LiINES A

{ 'f.wlx'u'_wulm_!c Santo Amaro
hoteca Campus |

Figura 6 — a - Cilindro de ar comprimido com regulador, mangueira € caixa. b -

Cilindro, fluxometro e regulador.
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Figura 8 — Vista dos ratos na abertura da caixa apds a indugdo do fumo.



Figura 10 — Anestesia dos animais.
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]

Figura 11 — Perfurador esférico de 4 milimetros de didmetros, Guia para padronizagao

do tamanho da lesao.

Figura 12 — Lesdo inicial executada.



Figura 14 — Complementagio da incisao com auxilio de um bisturi lamina 15.




a0 inicial.
ao de coagulo na lesdo inici
i — Aspecto da formagao
Figura 16
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Figura 17 — Aspecto do tecido retirado.

Aspecto da lesdo em regeneragdo

18

Figura



Figura 19 - Perfurador esférico utilizado pra retirar a amostra para analise histologica,

com 6mm didmetros

Figura 20— Retirada de amostra para analise histolégica, com auxilio de perfurador

esférico com 6mm de didmetro.
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Figura 22 - Aspecto apds retirada de amostra.
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Figura 23 — Amostra com aproximadamente 6 mm de didmetro, para envio a analise

histologica.
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S RESULTADOS

5.1 Coleta de dado

5.1.1 Andlise Clinica da Regeneracio

Na avaliagdo clinica todos os animais foram sacrificados no perfodo planejado
(3, 5, 7 e 10 dias), possibilitando a realizacio das bidpsias e avaliagio histoldgica.
Momentos antes, todos animais foram avaliados clinicamente por um tnico profissional
previamente calibrado dentro de parimetros pré-estabelecido em uma graduagio
descritiva do processo regenerativo (tabela 1 ), ap6s a pontuagio (tabela 2), foram
realizadas as fotografias para registro desses resultados clinicos (figuras 24, 25, 26 €27).

E importante ressaltar que um dos animais do grupo teste, depois da ferida

cirirgica, foi a 6bito, no nono dia de regeneragéo, sendo entdo enviado pra necropsia
(anexo 2), que ndo teve resultados conclusivos, pois o corpo do animal havia sido
parcialmente destruido pelos outros animais que estavam na mesma gaiola. O
veterindrio responsavel acredita que o fato de isso ter ocorrido na presenca de alimento
e 4gua ab litium, poderia estar relacionado ao estresse desses animais. Uma das
provaveis causas desse quadro de inducao ao estresse pode ter sido devido a suspensio
da exposigao 4 fumaca de cigarro.

O quadro 2 mostra a graduagido pontuada com auxilio do quadro 1 apresentadao
na metodologia, os pardmetros avaliados por um unico profissional calibarado
identificou presenga de infecgdo, aleragdo de coloragdo, presenga de edema e redugfio
do perimetro. Os animais foram subdivididos em grupos por datas de 3, 5, 7, e 10 dias,
como também dividido em um grupo controle de ratos exposto ao fumo de tabaco por

todo perfodo do experimento e um teste submetido a exposi¢do de fumo de tabaco
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somado de um periodo de abstinéncia ao fumo. Os animais sio aqui graduados em uma

reparagdo tecidual boa, moderada ou ruim. Foi evidente melhora na regeneragio

tecidual dos animais ao passar dos dias.

Quadro 2 - Graduag@o da avaliagio regenerativo dos animiais (1- Infecdo; 2- Perimetro
3- Edema 4- Coloragio).

1{2{3 |4 1|2
+ |+ |+ |+ Boa + |+ Moderada
Grupo + | -| - |+ | Moderada Grupo + | + Moderada
Controle + | -1 - |+ | Moderada Teste + | + Boa
(3°. dia) (3°. dia)
+ [+ |+ |- Boa + | + Boa
+ | - | + | - | Moderada + | + Boa
Grupo Grupo
+ | -] - |- Ruim + | - Boa
Controle Teste
I Ruim#* + | + Boa
(5°. dia) (5°. dia)
+ | - |+ | - | Moderada + | - Ruim
+ [+ |- |+ Boa + | + Boa
Grupo Grupo
+ |+ |+ | + Boa + |- Moderada
Controle Teste
+ |+ |+ |+ Boa + | + Boa
(7°. dia) (7°. dia)
+ |+ |+ | + Boa + | + Boa
+ |+ |+ |+ Boa + | + Boa
Grupo Grupo
+ |- |+ |+ Boa + | + Boa
Controle Teste
+ | - | - | + | Moderada Excluid
(10°. dia) (10°. dia)
+ |- |+ |+ Boa + | - Moderada

*infeccdo com presenca de exudato purulento expressivo.
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O quadro a baixo mostra 0 resumo do resultado da avaliagdo clinica de 31
animais, comparando o .grupo controle —fumante—- ao grupo —ex-fumante—, a resposta foi
graduada em boa, moderada e ruim, independentemente do periodo de avaliagdo,
apresentou entre 0s grupos uma maio quantidade de animais com uma resposta boa e

moderada na sua reparagio tecidual.

Quadro 3 - Tabela de fregiiéncia de resposta.

Condigao

Resposta/ Controle Teste
Resultado

Boa 9 10
Moderada 5 4
Ruim 2 1
Total (31) 16 15

Quando foi realizada uma comparacao entre o grupo controle ¢ teste na
avaliagao clinica, através do teste qui-quadrado, ndo apresenta diferenca significativa,
como também nio se rejeitou a igualdade de proporgdes, no teste de proporgdes (quadro

3).



Figura 25 — Regeneragio tecidual no terceiro dia do grupo teste.
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Figura 27 — Regeneragdo tecidual no quinto dia do grupo teste.



Figura 29 — Regeneragio tecidual no sétimo dia do grupo teste.
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Figura 30 - Regeneragio tecidual no décimo dia do grupo controle.

Figura 31 — Regeneragdo tecidual no décimo dia do grupo teste.
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5.1.2 Anilise Histolégica da Regeneracio

5.1.2.1 Fase Inflamatéria

5.1.2.1.1 Presenca de Neutréfilos

Os neutdfilos sdo normalmente presentes no inicio do processo inflamatério.
Sua persisténcia pode significar contamina¢io bacteriana ou retardo na evolugdo do
processo regenerativo. Os neutrdfilos sdo predominantemente agentes fagociticos
extracelulares bacteriano. Apesar de avaliar a quantidade de neutréfilos, esta pesquisa
ndo avaliou se houve redugio na sua capacidade funcional.

O quadro quatro demonstra os resultados histolégicos graduado por quatro
diferentes avaliadores como referido na metodologia descrita anteriormente, avaliagio
dos 31 animais de grupos distintos, um grupo teste composto de animais expostos ao
hibito de fumar com suspensdo do fumo uma semana antes da realizacdo da ferida
cinirgica, e um grupo controle composto de animais submetidos a exposi¢ao do cigarro
até o final do experimento. Esta avaliagio foi realizada em duplo-cego e subdividida
por datas trés, cinco, sete e dez dias depois da obtengdo da ferida cinirgica, para que
assim possibilite 0 acompanhamento evolutivo do processo de reparagdo tecidual dos
animais em questio. Um dos animais do grupo teste, depois da realizagido da ferida
cinirgica, foi a 6bito, no décimo dia de regeneragfo, € nas tabelas a seguir este animal

consta como excluido da pesquisa.



Quadro 4 — Anilise por escala em cruzes da quantidade de neutréfilo
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3°. Dia de reparaciio Neutrofilos
Animais 1° avaliador | 2°. avaliador | 3°. avaliador | 4°. avaliador
++++ +++++ ++++ +++
Grupo Teste +++4+ ++++ ++++ +++++
++++ ++++ ++++ ++++
++++ ++++ ++++ ++++
-+ ++++ ++++ +++
Grupo Controle + + has +
++ ++ +++ +++
+++ -+ +++ ++
5°. Dia de reparacio Neutrofilos
Animais 1° avaliador 2° avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
4+ ++++ 4+ +++
Grupo Teste . L t +
+++ +++ +++ ++
+ ++ ++ ++
+ ++ + ++
Grupo Controle = + b b
+ + + +++
+++ +4+ +++ +++
7°. Dia de reparacao Neutrofilos
Animais 1° avaliador 2°avaliador | 3° avaliador | 4° avaliador
+ ++ + +
Grupo Teste +4++ ++++ +++ +++
: + ++ ++ ++
+++ + ++ ++
+ ++ + ++
Grupo Controle * L + e
++ + + +
+ + + +
10°Dia de reparaciio Neutrofilos
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4° avaliador
+ + + +
++++ ++++ +++ +++
Grupo Teste N T - N
Excluido Excluido Excluido Excluido
+ + + +
++ + ++ +
Grupo Controle " - n N
+ + + +
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Tabela 1 - Varia¢des dos neutréfilos, em porcentagem.

NEUTROFILOS
Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias | Teste | % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| %
3° 15 9375 3 18,75 1 6,25 6 3.5 0 0 7 43,75
5° 3 18.75 0 0 3 18,75 5 31,25 9 56,25 11 68,75
T2 1 6,25 0 0 4 25 0 0 10 62,5 16 100
10° 2 12,5 0 0 2 12,5 0 0 8 50 16 100

A tabela 1 demonstra a soma dos resultados e o calculo em porcentagem das
alteracbes na reparacdo tecidual quanto a contagem de neutréfilo realizado pelos
diferentes avaliadores, comparando-os entre os grupos teste e controle, que pode ser

mais bem compreendido com auxilio dos graficos 1, 2 e 3 a seguir;

NEUTROFILOS - Alto/Muito Alto

100

80

60

w Taste

== Contral
40
18,75 18,75

=l T 12,5
b
5:\ o o

7 10

20

Dias
Grafico 1 Variacdo de neutréfilos nos animais que apresentaram altas taxas em
porcentagem.

NEUTROFILOS - Moderado

100

80

&0 = Toste

a5 == Controle
31,25

40

20

18,75
6,25

25
— ' l 12,5
| ‘ |
I 7-- _.I i
70

30 52 10°

o

Dias
Grifico 2 Variagio de neutréfilos nos animais que apresentaram taxa moderada
em porcentagem.
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NEUTROFILOS -Muito Pouco/Pouco

%

100

80

60 =Toste

= Controle
40
0 -
3° 5° 7° 10°

Dias
Grafico 3 Variagio de neutréfilos nos animais que apresentaram baixa taxa em

porcentagem.

Os grificos um, dois e trés apresentam menor nimero de neutréfilos no grupo
controle em comparac¢do ao grupo teste. O grupo teste apresentou uma quantidade
normal de neutréfilos nos trés primeiros dias de reparagdo com conseqiiente decréscimo
ao passar dos dias. Houve um atraso no surgimento dos neutréfilo do grupo controle. —

grupo fumante—- que apresentou persisténcia dos mesmos nas fases final de reparacéo.

5.1.2.1.2 Presenca de Edema

O edema ocorre antes mesmo do infiltrado neutrofilico. Edema do tipo
transudativo € considerado normal no inicio e depois se transformam em exsudato. A
presenga do edema no inicio e na fase fibroblastica (neste caso devido a imaturidade de
vasos neoformados — transudato) é comum. Entretanto a persisténcia de um edema
pode indicar contaminacdo bacteriana ou retardo na maturagdo endotelial da
angiogénese.

O quadro cinco demonstra os resultados histologicos de quatro diferentes
avaliadores como referido na metodologia descrita anteriormente, avalia¢do dos animais

em grupos distintos e em duplo-cego nos dias trés, cinco, sete e dez.



Quadro 5§ — Anélise por escala em cruzes da quantidade de Edema
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3°. Dia de reparacio Edema
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4° avaliador
+++ +4+ +++ ++
+++ +++
Grupo Teste s S
+++ +++ +++ +4+
+++ 4+ +++ ++
+++ +++ +4++ ++
Grupo Controle haas i mas aa
++ + + ++
++ ++ ++ +++
5°. Dia de reparacio Edema
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ + ++ ++
++ ++ + +
Grupo Teste
++ ++ ++ +4++
+++ +++ +H+ ++
+4+ +++ +4++ ++
++++ ++++ 44+ 44+
Grupo Controle
+++ +++ +++ +++
+++ +++ 4+ et
7°. Dia de reparacio Edema
Animais 1¢ avaliador 2°. avaliador 3° avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ 4+ +++
+ ++ ++ ++
Grupo Teste
+++ +4++ +++ ++
++ + + +
+++ +++ +++ ++
++ ++ ++ +
Grupo Controle
+++ +++ +++ 4+
++ ++ + +
10°Dia de reparacao Edema
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ +4+ ++
G Test ++ + ++ +
este
Tupo +4 + ++ +
Excluido Excluido Excluido Excluido
++ ++ N +
Control + + ++ +
Gru ontrole
po + + ++ +
+ + ++ +




Tabela 2 - VariagGes na presenga de edema, em porcentagem.
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EDEMA
Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias | Teste | % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| %
3 | 0 0 0 | 0| 14 |875] 7 |4375] 2 | 125] 9 [5625
57 0 0 6 1375 4 25 9 56,25 12 75 1 6,25
7° 1 6,25 0 0 6 37.5 7 43,75 9 56,25 9 56,25
10° 0 0 0 0 3 18,75 O 0 9 15625 16 100

A tabela 2 demonstra a soma dos resultados e o célculo em porcentagem das

alteracdes na reparagao tecidual quanto ao processo de edema realizado pelos diferentes

avaliadores, comparando-os entre 0s grupos teste e controle.

taxa em porcentagem.

100

80

60

40

20

EDEMA - Alto/Muito Alto
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== Confrolg
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78 10°

Grifico 4 Variagao de presenga de edema nos animais que apresentaram alta
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7° 10°

wmToste
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Grafico 5 Variacdo de presenga de edema nos animais que apresentaram taxa
moderada, em porcentagem.
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EDEMA - Muito Pouco/Pouco

100%

5%
80% L

60% 50% 50% 50% 50%. || |[=Teste
== Controle

40%

20%
0% ¥
3° 5° 7" 10°
Grifico 6 Variagio de presenca de edema nos animais que apresentaram baixa
taxa, em porcentagenm.

O edema nos gréficos 4, 5, € 6 € encontrado de forma moderada no grupo teste
nas fases iniciais de reparagdo decrescido com o passar do tempo, j4 no grupo controle o
edema € mantido de forma moderada ou baixa durante quase todo o periodo de

avaliacao.

5.1.2.1.3 Presenca de Macrdéfagos

A presenca de macréfogos € normal apés a fase de edema e neutréfilia. Sua
fungdo € fundamental no processo de reparo da ferida. Ajudam os neutrofilos na
realizacdo de fagocitose interna de debris. Também mantém a inflamagdo ativa,
estimula a producao de coldgeno pelos fibroblastos e estimula neo vascularizagdes. O
aumento de macrofagos no local € indicativo de boa regenera¢do embora o excesso
deles sugira contaminacao.

O quadro a seguir demonstra os resultados histolégicos quanto ao nimero de
macréfogos encontrados nas ldminas dos animais de grupos distintos em periodos de

trés, cinco, sete € dez dias, avaliadas por quatro avaliadores, em duplo-cego como

referido na metodologia descrita anteriormente,



Quadro 6 — Anilise por escala em cruzes da quantidade de Macréfagos
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J°. Dia de reparacao Macrofagos
Animais 1° avaliador | 2°. avaliador | 3°. avaliador | 4° avaliador
++ + ++ +
Grupo Teste +++ +++ +++ 4+
+++ ++ +++ ++
++ + + +
+++ +++ +++ ++
Grupo Controle + + tt +
++ ++ ++ +
+++ +++ +4++ ++
5°. Dia de reparacio Macréfagos
Animais 1° avaliador | 2° avaliador [ 3° avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ ++ ++
Grupo Teste +++ ++ +++ +++
+++ +++ +++ ++++
+ + ++ +
+++ +++ +4++ ++
Grupo Controle T s Y L
++ + ++ +
+++ +++ ++ ++
7°. Dia de reparacio Macroéfagos
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3°. avaliador | 4°. avaliador
++ + ++ +
Grupo Teste s b x *
‘ +++ +++ +++ ++
++++ +44+ ++++ +++
++ + + +
Grupo Controle s hns s L
++ + ++ +
+++ +++ +++ ++
10°Dia de reparacao Macrofagos
Animais 1° avaliador 2°. avahador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ + ++ ++
+++ +++ +++ ++
Grupo Teste +++ +++ +++ ++
Excluido Excluido Excluido Excluido
++ ++ ++ ++
1 ++++ ++++ ++++ +++
Grupo Controle n N - R
+++ +++ A+ ++
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Tabela 3 - Variaces na presenca de macréfago, em porcentagem.

MACROFAGOS

Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco

Dias [ Teste | % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| % |[Teste| % |Cont.| %

3° 1 6,25 0 0 5 (3125 6 (375 10 [625] 10 | 62,5
5° 1 6,25 0 0 10 625 10 |625] 5 |31,25| 6 37,5
7° 3 |1875| 0 0 4 25 6 [375] 9 |5625! 10 | 62,5
10° 0 0 3 |1875[ 6 375 4 25 6 37,5 9 156,25

A tabela trés demonstra a soma dos resultados e o célculo em porcentagem das
alteragdes na reparacio tecidual quanto ao processo a presenca de macréfago realizado
pelos diferentes avaliadores, comparando-os entre 0s grupos teste e controle €

evidenciado similaridades entre 0s mesmos.

5.1.2.2 Fase Fibroblatica

5.1.2.2.1 Fibroplastia e niveis de colageno

O inicio da fase fibroblastica, caracteriza-se pela presenga de fibroblastos ativos
e fibras de coldgenos desarranjadas que possuem crescimento centripeto, com 0 tempo e
a localizagdo destes na ferida indica a evolucdo do processo regenerativo. A presenga
de fibras de coldgenos indica indiretamente a atuagi6 e funcionamento dos macréfagos
e fibroblastos. Baixo indice de coldgeno sugere pobre regeneracio. Excesso de

coldgeno pode indicar processo de formagao de queldide.

O quadro a seguir demonstra os resultados histol6gicos quanto aos niveis de
coldgenos e fibroplastias encontrados nas laminas os animais de grupos distintos em

trés, cinco, sete e dez dias, graduadas por quatro avaliadores como referido na

metodologia descrita anteriormente.
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Quadro 7 — Anilise por escala em cruzes da Fibroplastia e niveis de colageno.

3°. Dia de reparacio Fibroplastia e niveis de colageno
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3°. avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ +++ ++
Grupo Teste mns mas tt Lans
+++ +++ +++ ++
4+ +++ +++ +++
+H+ +++ +++ ++
Grupo Controle b + +t L
++ ++ ++ ++
+++ +++ +++ ++
5°. Dia de reparacio Fibroplastia e niveis de colageno
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ + ++ +
Grupo Teste 4+ ++++ ++4++ +4++
+++ -+ -+ ++++
++++ -+ ++4++ ++++
++++ 4+ ++ -+
Grupo Controle L Lans mnas Lanas
++ ++ + +
+++ +++ +++ ++
7°. Dia de reparacao Fibroplastia e niveis de coldgeno
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+++4 44+ +++ ++++
Grupo Teste +++ 4+ +++ ++++
: +++ ++++ +4++ 4+
++++ ++++ +++ ++++
++ + ++ +
Grupo Controle bt bt haa T
+++ +++ +4++ ++
+++ ++4+ +++ ++++
10°Dia de reparacio Fibroplastia e niveis de colageno
Animais 1° avaliador 2° avaliador | 3° avaliador | 4° avaliador
++ ++ ++ +++
+++ +++ ++++ ++++
Grupo Teste +++ +++ +btt ++++
Excluido Excluido Excluido Excluido
++++ ++++ ++++ +++
++++ 4+ +4++4 ++++
Grupo Controle it e et e+
++ + ++ ++




Tabela 4 - Variagdes dos Fibroblastos e niveis de coldgenos, em porcentagem.
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FIBROPLASTIA E NiVEIS DE COLAGENO

Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias | Teste | % |Cont.| % [Teste] % [Cont.| % |Teste| % |[Cont.| %
3 0 0 0 0 14 | 87,5 6 [375] 2 125 | 10 | 62,5
5° 11 68,75 5 31,25 1 6,25 6 37,5 4 25 5 31,25
[ 10 62,5 5 31,25 6 37,5 6 37.5 0 0 5 31,25
10° 4 25 11 | 68,75 5 31,25 1 6,25 3 18,75 4 25

A tabela quatro demonstra a soma dos resultados e o calculo em porcentagem

das alteracbes na reparagdo tecidual quanto ao processo a fibroplastia e niveis de

coldgenos realizado pelos diferentes avaliadores, comparando-os entre os grupos teste €

controle.

FIBROPLASTIA E NIVEIS DE COLAGENG Alto/Muito Alto
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Grafico 7 Variagdo de fibroplastia e niveis de coldgenos nos animais que
apresentaram alta taxa, em porcentagem.
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Grifico 8 Variagio de fibroplastia e niveis de colagenos nos animais que
apresentaram moderada taxa, em porcentagem.
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FIBROPLASTIA E NIVEIS DE COLAGENO Muito Pouco/Pouco
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Grafico 9 Variagio de fibroplastia e niveis de coldgenos nos animais que
apresentaram baixa taxa, em porcentagem.

O grupo teste —ex-fumante— inicia a fase de fibroplastia primeiro que o grupo

controle —fumante—, porém apesar do atraso na da fibropastia e niveis de coldgenos o

grupo controle aproxima e recupera mais tardiamente ao desenvolvimento encontrado

no grupo teste.

5.1.2.2.2 Neovasculariza¢ao

Ocorre simultaneamente com o crescimento centripeto dos fibroblastos. O

quadro a oito demonstra os resultados histolégicos quanto a neoformacgdo de vasos, e

artérias, encontrados nas laminas dos animais de cada grupo distinto nos trés, cinco, sete

e dez dias, graduadas por quatro avaliadores como referido na metodologia descrita

anteriormente.



Quadro 8 ~ Anilise por escala em cruzes da presenca de Neovascularizacio.
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3°. Dia de reparacio Neovascularizacio
Animais 1° avaliador 2°, avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ +++ ++
Grupo Teste +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ ++
+++ +++ +++ ++H++
+++ ++ At ++
Grupo Controle L L b =
++ ++ + +
+++ +++ +++ ++
5° Dia de reparacio Neovascularizacio
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ + ++ ++
Grupo Teste ++4++ +4+++ ++++ +++++
++++ ++++ ++++ +++
4+ +4++ 4+ +++
4+ +++ +++ +++
Grupo Controle S aa i L
++ ++ + ++
+++ +4+ +4+ ++
7°. Dia de reparacio Neovascularizacio
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+4+ ++++ +++ ++++
+++ ++++ +++ ++++
Grupo Teste +++ +4+++ +++ +++
++++ ++++ +++ +++
++ + ++ +
Grupo Controle +++ 4+ +++ ++
+++ +++ +++ +++
+++ +++4+ +++ +4++
10°Dia de reparacao Neovascularizacio
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3°. avaliador | 4°. avaliador
++ ++ +++ ++
+++ ++ +++ +++
Grupo Teste +++ +++ +++ ++++
Excluido Excluido Excluido Excluido
++++ ++++ ++++ +++
++++ ++4++ ++++ +++
Grupo Controle ++++ ++4+ ++++ +4+
++ + ++ +
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Tabela 5 - Vanacoes da neovascularizacgio e niveis de coldgenos, em porcentagem

NEOVASCULARIZACAO
Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias |Teste| % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| %
3° 1 6,25 0 0 13 81,25 6 37,5 2 12,5 10 62,5
5F 10 |62,5 3 18,75 2 12,5 8 50 4 25 3 31,25
7° 50 3 18,75 8 50 8 50 0 0 5 31,25
10° 1 6,25 9 56,25 7 43,75 3 18,75 4 25 4 25

A tabela 5 demonstra a soma dos resultados € o calculo em porcentagem das

alteracoes na reparacao tecidual quanto ao processo de neovascularizagdo, comparando-

0s entre os grupos teste e controle. Apresentaram diferenca entre eles nos dias 3 e 7,

como serd demonstrado nos graficos 10, 11 e 12;

moderada taxa, em porcentagenmn.
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Grifico 10 Variacio de neovascularizagio nos animais que apresentaram alta
taxa, em porcentagem.
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Grafico 12 Variagao de neovascularizagdo nos animais que apresentaram
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Os graficos 10, 11 e 12 demonstram atraso na neovascularizagao nos primeiros

dias do grupo controle em comparagio ao grupo teste de ex-fumantes.

5.1.2.2.3 Contracao de ferida

H4d a aproximagdo das margens da ferida realacionada a acdo dos

miofibroblastos, que ocorre no final do processo regenerativo.

O quadro nove

demonstra os resultados histologicos quanto a presenca de miofibroblastos encontrados

nas ldminas dos animais de cada grupo em diferentes periodos de trés, cinco, sete e dez

dias, graduadas por quatro avaliadores como referido na metodologia descrita

anteriormente.
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Quadro 9 - Anélise por escala em cruzes da presenga de Miofibroblastos.

3°. Dia de reparaciio Miofibroblastos
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°.avaliador
++ +++ ++ ++
Grupo Teste ++4++ -+ +++ ++++
++ ++ ++ +
+4++ ++++ ++ +++
+++ ++ +++ ++
Grupo Controle Ht s it s
++ ++ +++ ++
++ ++ ++ +
5°. Dia de reparacio Miofibroblastos
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+++ +++ ++++ +++
Grupo Teste ans Las Lmas haas
++4++ +++ ++++ A+
++ ++ ++ ++
++++ ++++ ++++ +++++
Grupo Controle hans ans Tt Laams
+++ +++ +++ ++
+++ +++ +++ +++
7°. Dia de reparacao Miofibroblastos
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ ++ +++ ++
Grupo Teste 4+ + 4+ -+ ++++
: ++ ++ +++ ++
++++ ++++ +++ ++++
4+ 4+ ++ +++
Grupo Controle s Tt T ams
++++ ++++ +++ ++++
++++ ++++ +++ +++
10°Dia de reparacio Miofibroblastos
Animais 1° avaliador 2°, avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++ ++ +++ ++
+++ ++ +4++ +++
Grupo Teste ++ ++ +4+ +H++
Excluido Excluido Excluido Excluido
+4++ +44+ 44+ +++++
++++ ++++ +4++ +++
Grupo Controle ++++ +++ +++ +++
++ + ++ +




Tabela 6 - Variacdes da contracio da ferida, em porcentagem
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CONTRACAO DA FERIDA
Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias | Teste | % [Cont.] % |Teste| % |Cont.| % | Teste| % |Cont.| %
3° 4 25 1 6,25 4 25 6 37,5 8 50 9 |56,25
5° 4 25 5 31,25 8 50 10 | 62,5 4 25 1 6,25
7° 6 37,5 7 43,75 4 25 7 43,75 6 37.5 2 12,5
10° 1 6251 7 143,75| 7 143,751 5 [3125! 4 25 4 25

A tabela seis demonstra a soma dos resultados e o célculo em porcentagem das

alteragBes na contrag@o do tecido em reparagdo quanto 2 presenca de miofibroblastos

realizado pelos diferentes avaliadores, comparando-os entre os grupos teste e controle, &

evidenciado similaridades entre 0os mesmos.

5.1.2.2.4 Reepitelizacao

Formacdo de tecido epitelial novo na superficie da ferida com hiperplasia de

células da camada basal. E um bom indicativo. Ocorre no final do processo

regenerativo.

miofibroblastos, que ocorre no final do processo regenerativo.

H4 a aproximagdo das margens da ferida relacionada a agdo dos

O quadro a seguir

demonstra os resultados histolégicos quanto ao processo de reepitelizacao encontrados

nas ldminas dos animais de cada grupo em tiés, cinco, sete e dez dias, graduadas por

quatro avaliadores como referido na metodologia descrita anteriormente.




Quadre 10 - Analise por escala em cruzes da presenca de reepitelizagao.
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3°. Dia de reparaciio Reepitelizaciio
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3°. avaliador | 4°. avaliador
++ ++ + +
Grupo Teste has + +i+ S
+ + + +
+++ ++ +++ +++
++ ++ ++ +
Grupo Controle imms it L +
-+ +++ +++ ++++
++++ -+ ++++ +++
5°. Dia de reparacio Reepitelizaciao
Animais 1° avaliador | 2° avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
-+ -+ 44+ +++++
Grupo Teste ++ + ++ +
++ ++ + +4++
++ ++ ++ +++
+++ +++ +++ ++++
Grupo Controle s b S R
+++ ++ +++ +
++ + ++ ++
7°. Dia de reparacio Reepitelizacao
Animais 1° avaliador | 2°. avaliador | 3° avaliador | 4° avaliador
++4++ +++ ++++ +++++
Grupo Teste +++ +++ ++++ ++++
. ++++ +++ ++++ ++++
+++ +++ +++ ++
++ + ++ +
Grupo Controle it Hit i b
++++ ++++ ++++ +4+++
++++ ++++ ++++ +++H++
10°Dia de reparacao Reepitelizacdo
Animais 1° avaliador 2°, avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
4+ ++++ ++++ ++++
4+ ++++ ++++ ++++
Grupo Teste ++ ++ + +++
Excluido Excluido Excluido Excluido
+4++ ++++ ++++ ++++
++ + ++ +
Grupo Controle +++ ++4+ ++++ +++
+++++ ++++ ++++ ++++
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Tabela 7 - Variacdes dos reepitelizacio, em porcentagem.

REEPITELIZACAO
Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
Dias | Teste | % |Cont.| % |Teste| % |Cont.| % |[Teste| % [Cont.| %
3° 0 0 4 25 4 25 7 43,75 12 75 5 31,25
5° 4 25 1 6,25 2 12,5 6 37,5 10 62,5 9 56,25
7° 9 (5625]| 11 |6875| 6 37,5 1 6,25 1 6,25 4 25
10° 8 50 11 | 68,75 1 6,25 1 6,25 3 18,75 4 25

A tabela 7 demonstra a soma dos resultados e o cdlculo em porcentagem das
alteracdes na reparagéo tecidual quanto ao processo de reepitelizagao. Comparando-os
entre os grupos teste e controle. Demonstram atraso na reepiteliza¢ao do grupo controle
em comparag¢io ao grupo teste de ex-fumantes nos trés primeiros dias, porém o grupo

controle a partir do quinto dia acompanha o processo de reparagio tecidual similar ao

grupo teste.

5.1.2.2.5 Remodelamento e maturac¢ao

Caracterizada pelo rearranjo e organizacio de fibras colagenas. Fim de qualquer
indicio inflamatério. Os quadros a seguir demonstram os resultados histolégicos quanto
ao processo de reepitelizagdo encontrados nas Idminas dos animais de cada grupo em
diferentes periodos de tiés, cinco, sete e dez dias, graduadas por diferentes avaliadores
como referido na metodologia descrita anteriormente. O quadro a seguir demonstra os
resultados histolégicos quanto ao processo de remodelamento e maturagdo encontrados
nas laminas dos animais de grupos distintos nos trés, cinco, sete e dez dias, graduadas

por quatro avaliadores como referido na metodologia descrita anteriormente.
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Quadro 11 - Andlise por escala em cruzes de remodelamento e maturagio.

3°. Dia de reparacao Maturagﬁo
Animais 1° avaliador | 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+ + + +
Grupo Teste + + + +
+ + + +
++ ++ ++ +
++ ++ ++ +
Grupo Controle Laans it et i
++ ++ ++ +
++ ++ ++ +
5°. Dia de reparacio Maturacio
Anirnais 1° avaliador 2°, avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
+ + + +
Grupo Teste LA i R S
+++ +++ +++ +++
++ ++ ++
+++ +++ +++ ++
Grupo Controle LAAAs aanss Lanss Tt
+++ +++ +++ +++
++ ++ ++ +
7°. Dia de reparacao Maturacio
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3° avaliador | 4°. avaliador
++++ +++ +++ ++++
Grupo Teste na * s R
+++ ++++ ++++ +++
++++ ++++ ++++ ++++
+++ +++ +++ ++
Grupo Controle ++++ ++++ +++ ++++
+++ +++ +++ ++++
+++ ++++ +++ ++++
10°Dia de reparacio Maturacio
Animais 1° avaliador 2°. avaliador | 3°.avaliador | 4° avaliador
++++ +++ ++++ +++
+++ +++ ++++ ++++
Grupo Teste ++ ++ ++ ++++
Excluido Excluido Excluido Excluido
++ + ++ +
< +++ +++ +4+++ +++
Grupo Controle ot t it s
+4+++ ++++ ++++ ++++
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Tabela 8 - Varia¢oes do remodelamento e maturacao, em porcentagem.

REMODELAMENTO E MATURACAO

Di Alto/Muito alto Moderado Pouco/Muito pouco
ias
Teste | % [Cont.| % |Teste| % |[Cont.| % |Teste| % |Cont.| %
3° 0 0 3 18,75 0 0 1 625 16 100 12 75
5° 1 6,25 4 25 3 18,75 7 4375 12 75 5 31,25
72 8 50 6 37.5 4 25 9 56,25 4 25 1 6,25
10° 5 7 4 25 5 31,25 3 18,75 4 25

31,25 43,75

A tabela oito demonstra a soma dos resultados e o calculo em porcentagem das
alteragGes na reparagdo tecidual quanto ao processo de remodelamento e matura¢do
realizado pelos avaliadores, comparando-os entre os grupos teste e controle.
Apresentaram atraso do grupo teste nos 3° e 5° dias comparando com o grupo controle,

como serd demonstrados nos trés graficos a seguir;
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Grifico 14 - Variagdes de remodelamento e maturagao em animais que
apresentaram taxas moderada em porcentagem.
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REMODELAMENTO E MATURAGAO - Muito Pouco/Pouco
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Grifico 15 - VariagGes de remodelamento e maturagio em animais que
apresentaram baixas taxas em porcentagem.

80

60

40

20

Os gréficos 13; 14 e 15 demonstram atraso no remodelamento ¢ maturacio do
grupo teste em comparacdo ao grupo controle nos cinco primeiros dias, porém o grupo
teste acompanha o processo de reparacao tecidual a partir do sétimo dia similar ao grupo
controle.

A tabela a seguir (tabela 9) demonstra os resultados estatisticos do teste de
Mann-Whitney U utilizado para comparar duas amostras independentes de animais,
comparando as diferencas entre o grupo controle e o grupo teste, nos dez dias de
avaliagdo;

Tabela 9 - Resultado estatistico, onde apresenta a numeragdo em vermelho significa
que existe diferencga estatistica entre o grupo controle e teste com relagao aos quesitos

avaliados. Ja o resultado em preto significa que nao existe diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos teste e controle com relagdo aos quesitos avaliados.

Quesito avalido DIAS
3° 5° il 10°
Neutrofilos 0,0001 | 0,2770 | 0,0177 | 0,0947
Edema 0,0288 | 0,0001 | 0,9699 | 0,0859
Macroéfagos 0,7919 | 0,7345 | 0,4624 | 0,9445
Fibroplastia e niveis de coldgeno | 0,0143 | 0,1576 | 0,0382 | 0,2652
Neovascularizagdo 0.0083 | 0,0830 | 0,0237 | 0,1145
Contracdo da ferida 0,5095 | 0,3271 | 0,3461 | 0,2186
Reepitelizacio 0,0059 | 0,9850 | 0,7919 | 0,8345
Remodelamento e maturagao 0,0012 | 0.0185 | 0,9699 | 0,9630
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Houve diferenca estatisticamente significante para os neutréfilos no 3° e 7° dias
do grupo controle, Edema no 3° e 5° dias do grupo controle, Fibroplastia e niveis de
coldgeno no 3° e 7° dias do grupo controle, Neovascularizagio no 3° e 7° dias do grupo
controle, Reepitelizagdo no 3° dia do grupo controle e Remodelamento e maturacao no
3°e 5° dias do grupo teste. Os outros componentes, Macréfagos e Contracdo da ferida,
nao apresentaram diferengas. Essa diferenga estatistica pode traduzir um possivel atraso
no desenvolvimento dos grupos nestas datas supracitadas. Visualiza laminas
histologicas nas figuras 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39.

A tabela a seguir (tabela 9) demonstra os resultados estatisticos do teste de
Kruskal wallis —ndo paramédico- utilizado para comparar duas amostras independentes
de animais, comparando as diferencas entre o grupo controle e 0 grupo teste, sem levar
em consideragio os dias de avaliacdo, total de unidades amostral 60 do grupo teste —ex-
fumante— e 64 do grupo controle;

Tabela 10 - Resultado estatistico, onde apresenta a numeragio em vermelho significa
que existe diferenga estatistica entre o grupo controle e teste com relagdo aos quesitos

avaliados. Ja o resultado em preto significa que ndo existe diferenga estatisticamente
significativa entre 0s grupos teste e controle com relagio aos quesitos avaliados.

Tipos de anomalias p-valor calculado
Neutréfilos 0,0001
Edema 0,9840
Macroéfagos 0,6708
Fibroplastia e niveis de colageno 0,0458
Neovascularizacdo 0,0213
Contracio da ferida 0,2420
Reepitelizacao 0,3173
Remodelamento e matura¢do 0,0084

Houve diferenga estatisticamente significante para o neutréfilos, Fibroplastia e
niveis de coldgeno, Neovascularizagio apresentando possivel melhora no grupo que foi
suspenso o hdbito de fumar ¢ possivel melhora do Remodelamento e maturagio no

animais que foram expostos ao habito de fumar durante todo avaliacdo. Contudo, os
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outros componentes, Edema, Macréfagos, Contragio da ferida e Reepitelizagdo, nio
apresentaram diferengas estatisticas.

A tabela a seguir demonstra os resultados estatisticos do teste de Wileoxon
utilizado com o intuito de avaliar evolugio e alteragdes relacionadas ao tempo de 3 4 5
dias e compara-las entre os grupos teste e controle.

Tabela 11 - Resultado estatistico, onde apresenta a numeragio em vermetho significa
que existe diferenca estatistica do 3°. ao 5°. Dia de reparagdo. Ji o resultado em preto
significa que ndo existe diferenca estatisticamente significativa do 3°. ao 5°. Dia de

reparagdo. O sinal de menos significa a redugdo do quesito avaliado e o sinal de mais
significa o aumento.

Quesito avaliado p-grupo teste | p-grupo controle
Neutréfilos -0,0001 +0,0176
Edema -0,0018 +0,0012
Fibroplastia e niveis de coldgeno +0,0262 0,0734
Neovascularizagao 0,0734 0,0523
Reepitelizagao 0,1749 0,1223
Remodelamento e maturacao +0,0033 0,0648

A da tabela 11 condiz com alteragdes significativas dos quesitos estudados
histologicamente, o que sugere a redugao gradual dos neutrdfilos € edema, com o
aumento gradativo dos niveis de fibroplastia, neovascularizagao, remodelamento e
maturag¢io entre o terceiro € o quinto dia de reparagio tecidual do grupo teste. Porém
neovascularizacgio, e a reepitelizagio  mantiveram-s¢ com  crescimento
proporcionalmente similar. J4 no grupo controle € visivel o atraso quanto o
aparecimento dos neutrdfilos e edema, pois s6 no quinto dia de reparacdo eles sao
evidentes. Demonstrando um a fase importante de regeneragdo para os grupos apesar

do atraso evidente na fase inflamatdria no grupo controle.

A tabela 12 demonstra os resultados estatisticos do teste de Wileoxon utilizado
com o intuito de avaliar evolugdo e alteragdes de forma comparativa, relacionadas ao

tempo entre o 5°. e 0 7°. dia depois da obteng¢ao da ferida cinirgica em ambos 0s grupos.
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Tabela 12 - Resultado estatistico, onde apresenta a numeracido em vermelho significa
que existe diferenga estatistica do 5°. ao 7°. Dia de reparacgdo. Ja o resultado em preto
significa que nédo existe diferenca estatisticamente significativa do 5°. ao 7°. Dia de
reparacao. O sinal de menos significa a reducdo do quesito avaliado e o sinal de mais
significa 0 aumento.

Tipos de anomalias p- grupo teste | p-grupo controle
Neutréfilos 0,548 0,0595
Edema 0,559 -0,0011
Fibroplastia e niveis de coldgeno 0,880 1,0000
Neovascularizagdo 0,880 0,9249
Reepitelizacao +0,017 +0,0098
Remodelamento e maturacio +0,008 0,1809

O resultado da tabela 12 sugere o aumento significativo dos niveis de
reepitelizacdo, remodelamento de maturagio entre o quinto e sétimo dia de reparagio
tecidual do grupo teste. Ja no grupo controle apresentou significancia na redugio do
edema e comego da reepitelizagdo. Demonstrando ser um a fase importante de

regeneracao para ambos os grupos

A tabela 13 demonstra os resultados estatisticos do teste de Wileoxon utilizado,
com o intuito de avaliar evolugdo e alteragfes relacionadas ao tempo do sétimo ao
décimo dia.

Tabela 13 - Resultado estatistico, onde apresenta a numerag¢do em vermelho
significa que existe diferenga estatistica do 7°. ao 10°. Dia de reparagao. Ja o resultado
em preto significa que ndo existe diferenca estatisticamente significativa do 7°. ao 10°.
Dia de reparagdo. O sinal de menos significa a redugio do quesito avaliado e o sinal de

mais significa 0 aumento.

Tipos de anomalias p-grupo teste | p-grupo controle
Neutrofilos 0,7327 0,7630
Edema 0,3653 -0,0037
Fibroplastia e niveis de colageno 0,0859 0,1317
Neovascularizacao +0,0093 0,1468
Reepitelizagao 0,8892 0,8358
Remodelamento e maturacao 0,8892 0,8358

O resultado da tabela 13 condiz com alteraces significativas dos quesitos

estudados  histologicamente, traduz a reducdo o aumento significativo da
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neovascularizagdo entre o sétimo e décimo dia de reparagio tecidual do grupo teste. Ja
no grupo controle ainda ¢ visivel redugdo significativa do edema, demonstrando
persisténcia na presem;zi de edema. E extremamente importante observar que o
resultado estatistico demonstrados nas tabelas 11, 12 e 13, que ndo apresentaram
alteragdo estatistica significativa nfo representa involugio na reparagdo, mas que a

evolugdo nestas varidveis foi sutil.

Os dados clinicos e histoldgicos obtidos do grupo controle composto de ratos
Wistar ndo exposto ao hdbito de fumar tabaco encontrado e publicado na dissertagdo de
Vitale (2005) foram utilizados como paramentos de normalidade da reparagdo tecidual

saudavel de forma comparativa na discussdo dos resultados desta pesquisa.

LY 7 - 1tk f . V\ ."...‘. e _-..._a-'(:l“ e ."s—' a2
Figura 32 — Regeneragio tecidual no terceiro dia do grupo teste, aumento 400X,

coloracio HE — Na margem inferior observa-se processo de reepitelizacdo (A) com

bordo da epiderme acima € baixo e entre eles uma intensa reorganizagdo dermal com

indmeros macréfagos (B).
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Figurai 35 - Regenér;gﬁo tecidual no quinto dia do grﬁpo controle, aumento
100X, coloragio HE - Intensa fibroplastia com inimeros fibroblastos (A) e macréfagos
(B) em derme. Foco hemorragico na margem esquerda acima (C).
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F iglira 36 — Regeneracdo tecidual no sétimo dia do grupo teste, aumento 400X,
coloracdo HE - Foco de reepitelizagdo com proliferagdo de c€lulas basais da ?plderme
(A) associado 4 uma boa fibroplastia (B), porém com a presenga concomitante de

infiltrado inflamatério neutrofilico(C).
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Figura 37 - Regeneracdo tecidual no sétimo dia do grupo controle, aumento
400X, coloragio HE - Fibroplastia dermal inicial(A) com a presenca de infiltrado

inflamatério neutrofilico(B).
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' Figura 38 - Regeneragio tecidual no décimo dia do grupo teste, aumento 400X,

coloragio HE - Focos de neovascularizagdo (A) com edema (B) transudativo

perifericamente devido a imaturidade dos vasos e infiltrado inflamatério(C).
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao da Metodologia empregada

Na selecao da metodologia a ser empregada nesta avaliagio utilizou-se como

base a metodologia empregada na pesquisa realizada por Vitale (2005) em sua
monografia de defesa de conclusio de mestrado, que confirma viabilidade na utilizagio
do protocolo de expor os animais ao habito de fumar cigarro utilizado. Confirmado
pelo resultado do teste de Carboxi-hemoglobina realizado em sua amostra, com taxa
média de 1,66% para os animais expostos ao habito de fumar e 0,62% nos animais ndo
expostos ao hdbito de fumar tabaco. Segundo Shering; Gastwirth(1990), a afinidade de
Monéxido de carbono & hemoglobina € 200 vezes maior que a do oxigénio, portanto € a
principal substincia deletéria na fase gasosa, inibindo a capacidade da hemoglobina de
carrear o oxigénio. Normalmente, o mondxido de carbono ¢ absorvido e entdo
convertido para carboxi-hemoglobina, Mosley; Finsenth (1978) afirmam que para
humanos serem considerados como “fumantes”, apresentam taxa de carboxi-
hemoglobina entre 1 a 20%. J4 Lawrence ef al. (1984) relataram que no teste de
carboxi-hemoglobina realizado no grupo teste —exposto ao fumo - apresentaram taxas
mais altas de 8,4%-16,2% em comparag¢io ao grupo controle — nao-exposto — 0% a 2%.

Considerando a metodologia utilizada por Vitale (2005), Assis et al. (2005) e
César-Neto (2006), similar a dessa avaliagdo, onde os resultados apresentaram
alteracdes metabdlicas como também alteragdo na regeneragdo tecidual do grupo
exposto ao hébito de fumar, pode-se considerar que o método de indugfio ao fumo aqui
utilizado apresentou-se eficaz.

Assim como foi citado por Lawrence (1997), que o0s ratos demonstravam fobia a

exposi¢do da fumaga do cigarro do inicio ao fim da pesquisa, os ratos nesta avaliagio
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também se portaram da mesma forma, e essa afirmagdo € persistente pelo fato da

possivel indugio ao estresse aos animais expostos ao habito de fumar.

6.2 Discussao dos Achados Clinicos.

Através da avaliagiio dos achados clinicos das amostras, no ato do sacrificio dos
animais, foram observados quatro fatores importantes do processo de regeneragio por
segunda intengdo da ferida cinirgica: presenga de infecgdo, perimetro da lesio e edema
tardio e alteragdes de coloragio. Todos graduados por um inico profissional,
previamente calibrado, como: boa, moderada e ruim.

Em diferentes areas da saiide € geralmente aceito o fato de que o fumo atrapalha

a regeneracio tecidual (MOSELY er al. 1978; SWEET; BUTLER 1979; LAWRENCE
et al. 1984; SIANA et al. 1989; JENSEN et al. 1991; KNUUTINEN et al. 2002;
PREBER; BERGSTOM; LINDER et al. 1992; WONG et al. 2004; FANG; SVOBODA
2005; KURI et al. 2005, VITALE 2005).

Ao relacionar as cirurgias na cavidade oral, Sweet; Butler (1979) apresentaram
um aumento na incidéncia de alevolite p6s exodontias em fumantes e relataram o fumo
com um impedimento para cirurgia de enxertia tecidual mole em cobertura radicular de
dentes. Jones; Triplett (1992) comentaram a experiéncia dos cirurgides quanto a maior
incidéncia de infec¢do e deiscéncia nos pacientes fumantes. Da mesma forma foi
encontrado, num animal do grupo controle desta avaliagio, acentuado retardo
regenerativo, relacionado a presenga de exudato purulento e infec¢ido. Portanto, a
infec¢do na regido do processo regenerativo € um importante fator degenerativo local, e

sua auséncia € imprescindivel para possibilitar a regenerago.
A migracéo celular € a chave para o sucesso no processo de regeneragio, que €

regulado por uma variedade de sinalizadores. As células epiteliais nas bordas do
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ferimento comegam a migrar e proliferar em direcfio 4 area desnudada; essa migragdo
celular € necessaria para reepitilizagdo do ferimento (FANG; SVOBODA 2005). Em
uma pesquisa similar, Lawrence et al. (1984) citaram um retardo regenerativo em
ferimentos cinirgicos em dorso de ratos expostos ao habito de fumar. Siana et al.
(1989) avaliaram contracio e perimetro das lesdes a titulo de sinalizar o grae de
regeneragao tecidual e apresentaram alteragdes cicatriciais em pacientes fumantes que
foram submetidos a laparotomia.

Vitale (2005) encontrou clinicamente retardo regenerativo de ferimento em
maxila no grupo teste que foi exposto ao habito de fumar cigarro, resultado este similar
ao encontrado em ambos os grupos investigados nesta pesquisa, principalmente no
grupo exposto a fumaca durante todo processo de regeneragio tecidual. Porém apesar
da expectativa da melhora na regeneragio tecidual da amostra que foi submetida
ferida cinirgica ap6s a suspensdo do fumo, nao foi encontrado valores estatisticos
significativos de melhora quanto a avaliagdo clinica, quando comparado ao grupo
exposto ao fumo durante todo o experimento. Sherwin; Gastwirth (1990) e Knuutinen
(2002) associaram estas alteragdes clinicas & vasoconstricgfo periférica ocasionada pelo
tabaco e ao alto grau de isquemia tecidual, que pode ser critico, levando ao

retardamento da epitelizagao.

6.3 Discussao dos Achados Histoldgicos.
A andlise histologica ofereceu melhores pardmetros de avalia¢ao comparativa

entre os grupos do que a avaliagdo clinica.
Na fase inflamatéria — fase inical — foi avaliada presen¢a de neutréfilos e
macréfagos importantes para obten¢do de fagocitose interna de debris. Nociti et al.

(2000) relacionaram a inibigdo dos neutrofilos, monécitos e fun¢do microbiota 3
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exposi¢do de nicotina. Foi bem evidente nesta pesquisa, no grupo teste ~ex-fumante- o
acentuado nimero de neutréfilos nos trés primeiros dias no grupo teste, com decréscimo
regular durante o passar dos dias —aproximado a parimetros de regeneragao normais —,
porém, o grupo controle manteve a quantidade de neutréfilos moderada e baixa durante
todo o processo regenerativo avaliado.

Giintsch er al. (2006) ao averiguarem a fun¢do dos neutréfilos polimorfo
nucleares em placa de fumantes e nio-fumantes encontraram um maior nimero de
neutr6filos polimorfo nucleares nos subgrupos de fumantes leve e moderado, porém,
houve uma redugio da sua viabilidade e fungio; ji o grupo de fumantes severo,
apresentou uma reduciio do nimero, viabilidade e funcdo relacionados a redugéo da
capacidade de adesdo dos neutréfilos polimorfo nucleares, em comparagdo ao grupo
controle.

A contagem de macréfagos em ambos os grupo desta avaliacdo, apresentou-se
relativamente média e similar nos dez dias, demonstrando sutil atraso em ambos os
grupos. Mariggido et al. (2001), acreditaram que a persisténcia dos neutréfilos e
macréfagos numa fase secunddria, relacionados a presenga de nicotina, pode oferecer
um fator interessante para o balanco fisiolégico que demanda evolugéo e resolugio de
uma inflamac@o persistente, encontrada em furantes.

A nicotina participa na interferéncia da capacidade proliferativa dos eritrécitos
percussores € eritr6eitos maduros, bem como dos fibroblastos e dos
macréfagos.(SHERWIN; GASTWIRTH, 1990). Esta pode ser uma justificativa para a
persisténcia dos macrofagos por um longo periodo na resposta regenerativa.

Quanto 2 presenca de edema, foi encontrado um moderado edema,
principalmente na fase inicial do grupo teste — trés primeiros dias -, com redugio

gradativa. J4 no grupo controle, o edema apresentou-se mais tardio € manteve-se
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persistente durante todo experimento. Portanto, esse edema transudativo moderado
persistente do grupo controle pode ser considerado comum, € foi provavelmente
ocasionado devido & imaturidade de vasos neoformados ou & reducdo na atividade dos
neutréfilos ¢ macréfagos.

A migragio celular € essencial para o processo de regeneragio e é regulado por
uma variedade de sinalizadores Fang; Svoboda (2005) estudaram a reagdo de alguns
desses sinalizadores necessdrios para a migracio dos fibroblastos e encontraram
distirbios em diferentes proteinas relacionadas a nicotina. O estudo demonstrou que os

fibroblastos, na presenga de nicotina, reduziram até 50% de sua migracio, e a alteragio
identificada nos sinalizadores pode ser importante na modulagao, como também pode
ser reguladora do processo de regeneragao de ferimentos orais em pacientes que fumam.

Wong et al. (2004) encontraram em seu experimento redugio na capacidade

adesiva dos fibroblastos, ocasionando um decréscimo na migragao celular. Fumantes
passivos estimulam as proteinas, prolongam a sobrevida celular dos fibroblastos e
inibemn sua migragio; esse processo pode resultar no atraso do reparo e remodelamento,
levando a uma cicatriz indesejada, como € comum em individuos fumnantes.

Nesta pesquisa, a presenga de fibroblastos e niveis de coldgenos nos resultados
foram aproximados em ambos 0s grupos, porém o grupo controle apresentou sutil atraso
na presenga de fibroblastos em comparagdo ao grupo teste. Hanes er al. (1991)
relataram que o efeito da nicotina sobre o fibroblasto tem alterado sua morfologia e
adesdo a substratos, como também distirbios da sintese e secre¢io de proteinas, esta
alteragdo funcional pode estar associada com as mudangas na membrana celular,
resultado na adesdo da nicotina. Nociti et al. (2000) demonstra a inibicio da nicotina

junto ao crescimento dos fibroblastos gengivais e decréscimo da atividade da
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colagenase. Apesar de avaliar a qQuantidade de fibroblastos presentes, nesta pesquisa
néo foi estudado alteragdes quanto a fungéo e forma dos fibroblastos.

Tripton; Dabbous (1995) encontraram redugio na proliferagio de fibroblastos e
fibronectina, como também produgiio e quebra do coligeno tipo I. Estes autores
Sugerem que a nicotina associada ao uso do fumo de cigarro resulta no incremento da
destrui¢io da matriz extracelular gengival, na presenga da doenga periodontal. Tripton;
Mustafa (1995) demonstraram que baixas concentragdes de nicotina tiveram efeito
estimulatério na multiplica¢io de fibroblastos, enquanto que as altas concentragdes de
nicotina tiveram efeito deletério na multiplicagdo de fibroblastos.

Para obtengdo de melhores resultados quanto ao niimero e fung@o de fibroblastos
e niveis de colageno, talvez fosse interessante um periodo maior de suspensio ao fumo.
Knuutinen et al. (2002) comentaram que o decréscimo na sintese do coldgeno no
mecanismo de resisténcia e estabilidade da pele ndo estd esclarecido, porém fumantes
severos tém demonstrado sofrimento tecidual por hipéxia, durante a maior parte do dia,
e esse longo periodo de hipoxia e toxicidade afeta os fumantes. A hipéxia pode ter
ocasionado efeitos deletérios sobre o grupo controle, o que nesta avaliagdo, nao se
justifica no grupo teste. Chang er al. (2002) observaram o efeito da citotoxidade da
nicontina nos fibroblastos, ¢ deixou bem claro que o cigarro possui mais de 2000
substincias t6xicas, e a melhor opgao de tratamento ainda seria a suspensao do habito.
A isquemia ¢ um fator importante na fisiopatologia imposta na regeneragio. O
habito de fumar cigarro tem o efeito direto no tecido exposto, como também na redugao
da perfusdo e distribuigio do oxigénio no organismo (REUZ et al. 1984; SHERWIN;
GASTWIRTH 1990; JENSEN et al. 1991; JONES; TRIPLETT 1992, VITALE 2005).
Reuz et al. (1984) obtiveram em sua avaliagdo decréscimo do didmetro interno dos

vasos de até 92,9% € o retorno a sua normalidade depois de aproximadamente dez
>



103

minutos. J& Jensen et al. (1991) demonstraram uma redugdo significante do nivel de
oxigénio nos tecidos subcutaneos em oito voluntérios, que permaneceu baixo durante 30
a 50 minutos apés o fumo de um iinico cigarro.

Sweet; Butler (1979) comentaram os efeitos resultantes dos produtos do cigarro,
que interferem na agregacio plaquetaria, formagio de trombo e resisténcia do coagulo,
fragilizando a permeabilidade vascular e retardando a regeneracdo tecidual. Quanto 2
avalia¢do da capacidade de recuperagio vascular, foi aqui demonstrado através dos
resultados que ambos os grupos encontrava-se um pouco atrasados. Contudo, acredita-
s€ que O grupo teste apresentou melhores taxas de neovascularizagio do 7° ao 10° dia
do que o grupo controle. Ribel er al. (1995) relataram que a descontinuidade de fumar
antes da cirurgia de enxerto ésseo € justificada, pois o habito de fumar pode atrapalhar a

regeneragao ossea, devido ao fato do atraso no crescimento da vascularizagio no 0sso
enxertado nos animais €xpostos a nicotina.

A redugio na circulagio periférica causada pelo retardo na neovascularizagio —
como encontrado nos achados histolégicos ~ possivelmente dificultou a troca de
compostos celulares, e pode ser uma justificativa adicional relacionada ao atraso na
resposta regenerativa na regido lesada nesta avaliagdo.

A aproximagdo das margens da ferida, que ocorre no final do processo
regenerativo decorrente da agdo dos miofibroblastos foi evidenciada nesta pesquisa, de
forma moderada em ambos os grupos. O grupo teste iniciou o processo de contragio
primeiro que o controle, porém este COMPENsou ¢ processo aumentando o nimero de
miofibroblastos do 7° ao 10° dia.

Ao avaliar o processo de reepitelizacdo, nesta pesquisa, encontrou-se resultados
bem aproximados nos dois grupos, mais acentuados no sétimo e décimo dia. Ja Wong

et al. (2004) em suas cobaias expostas ao fumo obtiveram 85% de tecido cicatrizado em
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comparagio a 95% no grupo de cobaias nio expostas ao fumo, demonstrando que a
regeneracao tecidual pode ser significativamente atrasada e na avaliagdo microscopica
observou-se celularidade e deposi¢io de matriz anormal.

Kuri et al. (2005), encontraram um baixa incidéncia no dano regenerativo em
ex-fumantes recentes, intermedirios e ndo fumantes em comparacdo aos fumantes.
Portanto, o estudo sugere a importancia da suspensdo ao fumo prévio a cirurgia, que
pode resultar na melhora da regeneracio e funcionar também como uma boa
recomendagdo, com o intuito de encorajar os pacientes a deixar o fumo. Também
demonstraram que a porcentagem de cigarros consumidos ndo teve significincia na
relagdo entre a suspensio do fumo e a regeneragao tecidual. Os riscos de complicagdes
comecgaram a apresentar reducdo nos grupos que param de fumar de uma a quatro
semanas antes da cirurgia, decaindo os riscos naqueles que haviam parado hia mais
tempo. Os resultados encontrados nesta pesquisa apresentaram diferenga significativa
na fase inicial da reparagio a fase inflamatdria, fase esta associada do 1°. Ao 5°dia de
reparacdo, pois os animais fumantes apresentaram atraso quando comparado com o
grupo de animais ex-fumantes. Quanto a fase final, fibroblastica, diferentemente dos
resultados dos encontrados pelos autores supracitados, os resultados aqui encontrados
nio apresentaram diferenga significativa entre os grupos de fumantes e ex-fumantes,
portanto talvez o periodo de uma semana — que equivale aproximadamente a um més no
ser humano — nio foi suficiente para obtengdo de melhora substancial no processo

regenerativo.

Foi encontrado um atraso no remodelamento da regido lesada de ambos os

ma vez, sugerindo que o habito de fumar cigarro € danoso no processo

grupos, mais u

regenerativo € na fase de contracio e remodelamento. Apesar da expectativa da
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melhora substancial no grupo ex-fumante, a diferenga entre os grupos avaliados foi
sutil.

Ademais, essa dissertagio visa orientar corretamente o paciente a respeito de
como proceder durante o periodo pré e pés-cirirgico a fim de se obterem melhores
resultados estético-funcionais dos tecidos intra-orais submetidos 2 instalagdo de
implantes dentarios - dentre outras cirurgias que também envolvam a mucosa oral. Os
resultados poderiam ser utilizados como estimulo substancial ao paciente na tentativa de
tratamento do hébito de fumar cigarros.

O cirurgido-dentista, como profissional da irea de saide ndo pode se furta 2

responsabilidade de motiva e, principalmente, alertar o paciente para os maleficios do

tabagismo (SENDYK et al., 2006)
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CONCLUSAO

Nao houve diferenca na avaliagio clinica dos grupos estudados -
controle ¢ teste —.

Na avaliagdo histolégica foi observado atraso significante da fase
inflamatéria de regeneragdo —fase incial- no grupo controle, exposto
a0 habito de fumar por todo processo de avaliagdo, porém na fase
fibroblastica —fase final- ndo houve diferenga significativa entre os
ETupos.

Sugere-se que o periodo de suspensdo do habito de fumar em ratos
Wistar —equivalente a um més em humanos— foi curto e provavelmente
um maior periodo de suspensio do fumo pré-operatério poderd

apresentar methor evolugdo na reparagio tecidual em sua fase final de

reparacgao.
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