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Ferreira CL. Efeito concomitante da doenca periodontal induzida e
movimentacgdo ortodéntica em ratos submetidos a inalacdo da fumaca de
cigarro: estudo histomorfométrico [dissertacdo]. Sdo José dos Campos
(SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista;
2016

RESUMO

Este estudo avaliou as reagdes do tecido periodontal em ratos submetidos
a inalacdo da fumaca de cigarro associado a doenca periodontal e
movimentagdo dentéria induzida experimentalmente. Sessenta animais
com 90 dias de idade e pesando em média 300g foram separados
aleatoriamente nas condi¢fes fumantes (n=30) e ndo fumantes (n=30).
Independente da condicdo sistémica atribuida, 15 animais receberam na
hemimandibula direita a indu¢céo da doenca periodontal juntamente com a
movimentacdo ortodbntica (DP+0O) e a hemimandibula esquerda do
mesmo animal foi induzida somente a doenca periodontal (DP) por meio
de ligadura. Outros 15 animais receberam na hemimandibula direita
somente a movimentagdo ortodontica (O) e a hemimandibula esquerda
serviu como controle positivo (C+). A exposicdo a fumaca de cigarro foi
iniciada dois meses antes e manteve-se por todo o periodo experimental
até o sacrificio. Foi obtida medida macroscépica para a movimentacao
dentaria imediatamente apés o sacrificio. As laminas foram
confeccionadas e coradas em HE. Foi avaliada a area da perda 6ssea ha
regido de furca do primeiro molar inferior e a densidade éssea, regido
considerada 1000 um abaixo da crista 0ssea interradicular. Foi aplicado o
teste de normalidade Shapiro-Wilk de igualdade de variancias e utilizado
o teste ANOVA de dois fatores com nivel de significancia de 5 %. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre fumante e néo
fumante. A perda 6ssea entre DP e DP+0O ndo apresentou significancia
entre si, diferenciando-se ambas de O e C+. Na densidade 6ssea DP+0O
foi diferente apenas para o controle. Na movimentagédo dentéria, DP+O foi
maior e significante que nas demais situacbes, porém nao houve
diferenca entre DP+O e O na condicdo fumante. Portanto, concluimos que
a inalacdo da fumaca de cigarro nao teve influéncia nos grupos avaliados.
Porém, a doenca periodontal induzida, associada ou ndo a movimentacao
ortoddntica causou maior perda 6ssea em ambos 0s grupos.

Palavras-chave: Doencas periodontais. Movimentagédo dentaria. Tabaco.



Ferreira CL. Concomitant effect of induced periodontal disease and
orthodontic movement in rats exposed to inhalation of cigarette smoke:
histomorphometric study [dissertation]. S&o José dos Campos (SP):
Institute of Science and Technology, UNESP — Univ Estadual Paulista;
2016

ABSTRACT

This study evaluated the reactions of periodontal tissue in rats exposed to
inhalation of cigarette smoke associated with periodontal disease and
tooth movement induced experimentally. Sixty animals at 90 days of age
and weight approximately 300g were randomly separated in smokers (n=
30) and non-smokers (n = 30) conditions. Regardless of systemic
condition, 15 animals received in the right hemimandible induction of
periodontal disease with orthodontic movement (PD+0O) and left
hemimandible of the same animal was only induced periodontal disease
(PD) by ligature. Another 15 animals received the right hemimandible only
orthodontic movement (O) and left hemimandible served as positive
control (C+). Exposure to cigarette smoke was started two months before
and was kept throughout the trial period until the sacrifice. Immediately
after sacrifice, a macroscopic measure was done, which was called tooth
movement, realized by a caliper rule. The slices were prepared and
stained with HE. Bone loss area was evaluated in the furcation region of
the first molar and bone density, and it was considered 1000 um below the
of the interradicular bone crest. The Shapiro-Wilk normality test of equal
variances was applied. So we used the ANOVA two factors with 5 %
significance level. There was no statistically significant difference between
smokers and nonsmokers. Bone loss between PD and PD+O showed no
difference between themselves, but were different from O and C+, in both.
The bone density was different DP+0O only the control. On tooth movement
measure, DP+O were higher and significant than in the others situations,
but there was no difference between DP+O and O in smoker condition.
Therefore, we conclude that inhalation of cigarette smoke did not influence
the evaluation groups. But, the induced periodontal disease, with or
without orthodontic tooth movement, caused increased bone loss in both
groups.

Keywords: Periodontal diseases. Tooth movement. Tobacco.



1 INTRODUCAO

A movimentagdo dentaria induzida € um processo
biolégico multiplo caracterizado por reagbes sequenciais do tecido
periodontal em resposta as forcas biomecanicas. As modificacbes
teciduais induzidas na movimentacao dentéria estdo relacionadas a sua
remodelacdo por ativacdo da reabsor¢cdo Ossea alveolar no lado de
pressdo e consequente aposicdo 6ssea do lado de tensédo. Os estimulos
gerados em resposta ao estresse mecanico durante a movimentacao
dentaria induzida medeiam alteracfes teciduais que em conjunto com a
ativacdo dos mediadores quimicos resultam em nova condicdo de
homeostasia periodontal (Toms et al., 2000).

A inflamacdo é um importante requisito para a
movimentagdo dentéria induzida. A ativagcdo de células inflamatorias e a
consequente liberac@o de citocinas inflamatdrias apresentam importante
funcéo sobre os tecidos mineralizados (Tegnder, 1983; Lara et al., 2003). A
fase inicial da movimentacdo dentaria estimula a liberacdo de fatores
quimicos e elétricos das fibras nervosas sensoriais e desencadeiam
resposta inflamatéria que modifica a microcirculacdo, acompanhada por
migracdo de leucdcitos a partir dos capilares sanguineos (Ogawa et al.,
2002; Perinetti et al., 2002). Esses eventos produzem alteragdes no 0sso
circunjacente, onde ha processo continuo de remodelacdo, constituido
pelas etapas de ativacédo, reabsorcéo, fase reversa e formacdo. Todas
controladas por mediadores quimicos e citocinas pro-inflamatérias que
sdo alteradas pela aplicacao de for¢cas ortodénticas (Heller, Nanda, 1979).

A doenca periodontal é caracterizada pela inflamacéo dos
tecidos gengival e periodontal induzida pelo biofilme bacteriano e que leva

a destruicdo dos tecidos periodontais e perda dos elementos dentais.



14

Desta forma, a movimentacdo ortoddntica associada a
doenca periodontal pode ocasionar maior perda 6ssea do que somente a
doenca periodontal. Outros autores concluiram que a movimentacao
dentaria pode aumentar o risco de perda 6ssea durante esse processo
(Bensch et al., 2003).

Atualmente é cada vez maior 0 numero de pacientes
adultos que procuram terapia ortodéntica (Ren et al., 2014), sendo que
essa terapia ndo € mais exclusividade de criancas e adolescentes. Isso
faz com que cada vez mais, a terapia ortodontica seja realizada em
individuos adultos que frequentemente apresentam mais doenca
periodontal, o que poderia influenciar na movimentagcéao ortodbntica como
também a perda 6ssea. Além disso, muitos desses pacientes adultos séo
fumantes (Susin et al.,, 2004), o que poderia aumentar a quantidade de
movimentacdo dentaria, assim como, a perda 6ssea e ainda influenciar na
densidade do tecido 0sseo.

O cigarro € composto por uma grande variedade de
substancias toxicas e causa diversos efeitos sistémicos. Seu principal
componente é a nicotina, conhecida por interagir com receptores
acetilcolina nicotinicos em varios tipos celulares (Nociti et al., 2001 e
2002; Rothem et al., 2009). Também €& um componente de dependéncia
do tabaco, sendo um alcal6ide altamente toxico. E, tem sido o foco de
diversos estudos avaliando a relagéo entre os componentes do cigarro e o
metabolismo 6sseo (Giorgetti et al.,, 2010). O tabaco estd associado a
perda 6ssea alveolar pelo fato de seu principal componente, a nicotina,
atuar sobre a regulacdo da atividade da fosfatase alcalina e deposicao de
calcio (Yuhara et al., 1999).

Estudos realizados por Cesar-Netto et al. (2003, 2005,
2006) mostraram que quando o uso da nicotina por si s6, foi comparado a
exposicdo a fumacga do cigarro, observou-se que o ultimo foi mais
prejudicial para o metabolismo 6sseo sugerindo que o0s constituintes da

fumaca de cigarro (por exemplo, metais pesados toxicos, bifenilos
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policlorados, dioxinas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), diferentes
da nicotina, podem ser responsaveis pelo impacto negativo de fumar
sobre 0 0sso. Apesar disso, 0s mecanismos pelos quais o cigarro exerce
seu efeito negativo sobre esse tecido ainda ndo sédo totalmente
compreendidos.

O uso de nicotina acelera a movimentac&o ortodontica e
seu efeito é dose-dependente. Alteracbes no metabolismo 6&sseo,
diminuicdo no calibre de vasos, indu¢cdo de COX-2, relacionado a
produgéo de PGE-2, aumento nas fung¢des reabsortivas dos osteoclastos
e producdo de citocinas da reabsorcdo éssea, como IL-1 induzida pela
presenca de nicotina, podem ser responsaveis por essa observacao
(Sodagar et al.,, 2011). Outros autores revelaram que a exposicdo do
organismo a nicotina afeta o metabolismo 6sseo pela modulacdo da
proliferacéo de osteoblastos e formacao de citocinas de reabsorcdo 6ssea
IL-1 e IL-6 em elevados niveis (Hapidin et al., 2007).

Porém, ndo ha na literatura estudos que avaliem a acao
concomitante da doenca periodontal e da movimentacdo ortodontica
associada a inalacdo da fumaca de cigarro. Assim, o presente estudo tem

a finalidade de avaliar essa hipoétese.



2 REVISAO DA LITERATURA

O movimento dentario ocorre em resposta a aplicacdes de
forcas ortodonticas. No entanto, este movimento ndo € completamente
regulado pelas leis da fisica e, portanto, ndo € imediato ou linear em
resposta a magnitude da forca. O conhecimento da resposta biolégica
desempenha um papel central no controle do movimento ortodontico, isto
€, a taxa de reabsorcao 6ssea no sentido do movimento determina a taxa
de movimento do dente (Alikhani et al., 2015).

A biologia da movimentacdo dentaria compreende o
estudo dos fendmenos celulares, bioquimicos e moleculares que ocorrem
no ligamento periodontal e do osso alveolar, nesta circunstancia muito
especial, que € o tratamento ortodéntico. O movimento dentéario induzido
tem como principio a quebra tecidual e celular (tensigridade),
transformando um estimulo mecanico em um fenbmeno bioldgico
(mecanotransducdo), por meio da mecanica ortodbéntica aplicada,
promovendo em Uultima instancia a remodelacdo 6ssea, modificando a
posicdo dentaria de forma estavel e duradoura; ao mesmo tempo,
evitando efeitos indesejaveis, como as reabsor¢des radiculares
(Santamaria Junior, 2009).

A cinética celular do ligamento periodontal gera
informacbes que definem os eventos de proliferacdo e diferenciacéo
durante a reacao ortodontica, sendo fundamental para indu¢cdo mecanica
da osteogénese e da osteoclasia (Sella et al., 2012). Sabe-se que a
remodelacdo 6ssea durante o movimento ortoddntico é descrito como um
processo continuo e balanceado, caracterizado pela reabsor¢cdo no sitio
de pressédo e deposicdo no sitio de tensédo. Ainda, que esse processo é

mais complexo (Perinetti et al.,, 2002), pois envolve um processo
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inflamatério. Alteracdes vasculares e celulares foram os primeiros eventos
a serem reconhecidos e descritos, e um numero de mediadores
inflamatorios, fatores de crescimento, e neuropeptideos foram
demonstrados em tecidos periodontais. As células podem comunicar-se
através da interacdo de citocinas e outras moléculas afins (Baker, 2000;
Yamaguchi, 2009). Dessa forma, a producdo de PGE2, citocinas
inflamatorias, e o sistema RANK-RANKL estdo envolvidos na regulacéo
do movimento dentario ortodéntico. Estudos recentes mostram que forcas
ortoddnticas alteram os niveis de OPG, RANK, RANKL no fluido crevicular
gengival durante movimentacdo ortodéntica. Também tem sido relatado
que a compressao das células do ligamento periodontal em casos de
grave reabsorcao apical externa podem produzir uma grande quantidade
de RANKL, e contribuir para a osteoclastogénese. Portanto, o sistema
RANK/RANKL/OPG pode fornecer um elo importante entre remodelacao
O0ssea, movimentacdo ortodbntica, e reabsorcdo radicular durante o
movimento ortoddntico (Yamaguchi, 2009).

Muitos fatores podem afetar a quantidade de
movimentacdo dentaria independente da magnitude da forca. Estes
fatores podem ser intrinsecos ou extrinsecos, tais como: diferencas na
forma da raiz e do osso alveolar, a densidade déssea, ou, como forcas
oclusais e habitos parafuncionais. Alikhani et al. (2015) investigaram a
expressdo e atividade dos marcadores inflamatérios em diferentes
magnitudes de forca e correlacionou esta resposta com outros eventos
moleculares e celulares durante a movimentagdo ortodontica, concluindo
que o aumento da magnitude da for¢a ortoddntica ndo pode aumentar a
resposta biolégica e, portanto, ndo pode ser justificada como uma
metodologia para aumentar a taxa de movimentacao do dente.

Em uma revisao sobre entendimento dos mecanismos da
reabsorcdo Ossea relacionado com a doenca periodontal, em nivel
molecular e celular conclui-se que a reabsorcdo Ossea através de

osteoclastos e formacédo de 0sso através de osteoblastos sdo eventos em
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equilibrio, e 0 seu desequilibrio esta associado com numerosas doencas
do sistema esquelético. Uma gama de fatores do hospedeiro e da
microbiota local contribui para perda éssea alveolar em periodontite.
Ainda, ha muito a ser entendido sobre os complexos mecanismos pelo
qual estes fatores regulam a reabsor¢cdo O6ssea em periodontite e, 0s
recentes desenvolvimentos na é&rea de processos biolégicos e
mediadores da diferenciacdo e da atividade dos osteoclastos tém
expandido o conhecimento dos processos de reabsorcdo e definindo
novas modalidades diagndsticas e terapéuticas para tratar situacdes de
perda Ossea localizada como visto na doenca periodontal (Hienz et al.,
2015).

A periodontite € caracterizada pela destruicdo do
ligamento periodontal e Ossea. A reabsor¢cdo do osso alveolar ocorre
como resultado do desequilibrio do processo normalmente equilibrado de
reabsorcdo Ossea e a formacdo de osso. Citocinas, quimiocinas e
prostaglandinas foram identificados como reguladores do processo
imunoinflamatorio na periodontite. Linfécitos, macréfagos e neutréfilos séo
ativados no tecido gengival inflamado e secretam mediadores
inflamatorios, incluindo a IL-1 e PGE-2. Em adicdo, células T helper-1,
linfécitos T helper-2, que estdo presentes em lesdes periodontais,
aumentam a producao de IL-1 pro-inflamatéria e TNF-alfa. Estas citocinas
podem induzir a reabsor¢cdo Ossea indiretamente, por promover a
diferenciacdo de precursores de osteoclastos e pela ativacdo das células
clasticas (Ishikawa, 2007).

Entre os fatores ambientais conhecidos que afetam a
incidéncia e gravidade da periodontite, o habito de fumar se destaca como
um dos mais significativos e evitaveis fatores de risco. Fumantes
aumentam o risco de destruicdo periodontal, através da estimulacdo das
respostas inflamatérias, prejudicando a protecdo e reparacdo das
respostas do hospedeiro (Ishikawa, 2007). A nicotina e o0os demais

componentes do cigarro podem alterar a vascularizacdo periférica, o
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recrutamento e funcdo das células do sistema imune, o aumento de
citocinas pro-inflamatorias, a producdo de colageno e a atividade dos
osteoclastos, favorecendo a destruicdo do tecido 6sseo (Pavone et al.,
2015).

A fumaga pode ser dividida em duas fases: a de vapor e
de particulas (Smith, Fischer, 2001). Fumar produz uma mudanga no
equilibrio normal entre oxidantes e antioxidantes, causando estresse
oxidativo tanto nos pulmdes e sistemicamente. Oxidantes incluidos na
fumaca do cigarro podem ferir diretamente células e tecidos, inativar os
mecanismos de defesa, e iniciar a inflamag&o, o que eleva ainda mais o
stress oxidativo. E dificil, se ndo impossivel, determinar se os oxidantes
responsaveis pela tensdo sao aqueles originalmente incluidos no fumo do
cigarro ou as que resultam da resposta inflamatoria associada (Fischer et
al., 2015).

A inalacdo passiva ou ativa da fumaca de cigarro resulta
na rapida dissolucdo de toxinas no revestimento epitelial oral e das vias
aéreas e absorcdo sistémica (Lee et al., 2012). Embora, existam
campanhas globais para a cessacao do tabagismo, infelizmente, o uso do
cigarro, na verdade, esta aumentando em nivel global (Samet, Wipfli,
2010; Lee et al., 2012).



3 PROPOSICAO

Analisar as reacdes dos tecidos periodontais frente a
doenca periodontal induzida juntamente com a movimentagdo dentéria,
em ratos submetidos a inalacdo de fumaca de cigarro (Grupo Teste), e
nao expostos a fumaca de cigarro (Grupo Controle).

Mensurar macroscopicamente a movimentacdo dentéria.
E, por meio de histomorfometria, avaliar a perda 6ssea e a densidade
Ossea na regido de furca.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) com protocolo n° 1/2014-PA/CEP. (Anexo A)

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, albinos) do género masculino, com 90 dias de idade, pesando
em média 300g. Estes foram mantidos no biotério da prépria faculdade,
em gaiolas plasticas especificas para este fim, na proporcdo de seis
animais por gaiola, forrada com raspa de madeira seca (maravalha de
pinus), sendo substituida diariamente, proporcionando as condicdes de
higiene necessarias ao bem-estar e a saude dos animais. Os animais
foram mantidos em temperatura ambiente, recebendo suprimento
constante de agua potavel e alimentacdo com dieta padrdo, constituindo-

se de racdo (Guabi — Nutrilabor, Campinas, Brasil)

4.1.1 Distribuicdo da amostra

A amostra foi constituida de 60 ratos divididos nas
condigbes: fumante (grupo teste) e nao fumante (grupo controle),
avaliados durante a movimentacdo dentéria induzida (O), nas variaveis:
com e sem doenga periodontal (DP).

Desta forma, dentro de cada condicdo, temos a seguinte

distribuicdo para cada variavel (Quadro 1):
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a) fumante (n= 30): Animais que receberam
inalacdo da fumaca de cigarro durante dois meses;
b) nado fumante (n=30): Animais que ndo foram
expostos a fumaca de cigarro.

Dentro de cada condi¢céao, houve a divisdo em subgrupos,

como mencionados abaixo:

a) fumante | (n=15): os animais receberam na
hemimandibula direita (MD), a inducdo da doenca
periodontal + movimentacdo ortoddntica e na
hemimandibula esquerda (ME) apenas a inducdo da
doenca periodontal;
b) fumante Il (n=15): os animais receberam na
hemimandibula direita, a movimentacdo ortodontica
e a hemimandibula esquerda (sem a movimentacdo
ortodontica e sem doenca periodontal) serviu como
controle positivo;
c) nao Fumante | (n=15): os animais receberam
na hemimandibula direita, a indu¢cdo da doenca
periodontal + movimentacdo ortodéntica e na
hemimandibula esquerda apenas a inducdo da
doenca periodontal;
d) ndo Fumante Il (n=15): os animais receberam
na hemimandibula direita, a movimentacao
ortodontica e a hemimandibula esquerda (sem a
movimentacdo  ortodontica e sem  doenca

periodontal) serviu como controle positivo.
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Quadro 1 - Representacdo Esquematica da Amostra com os Grupos
Experimentais. Entende-se, n: quantidade de animais; HD:
hemimandibula direita; HE: hemimandibula esquerda; DP: doenca
periodontal; O: movimentacao ortodontica; C+: controle positivo

FUMANTE (n=30) NAO FUMANTE (n=30)
Fumante | Fumante Il Nao Fumante | | Ndo Fumante Il
n=15 n=15 n=15 n=15
HD HE HD HE HD HE HD HE
DP+0O DP O C+ DP+0O DP O C+

4.2 Inalacdo da fumaca de cigarro

A metodologia utilizada para a exposi¢cdo dos animais a
fumaca foi descrita inicialmente por Le Mesurier et al. (1981) e modificada
no laboratério de pneumologia da Escola Paulista de Medicina (Cendon et
al.,, 1997). Esta metodologia foi adaptada por Nociti et al. (2002).
Observou-se em estudos prévios que ela promovia niveis séricos de
cotinina semelhantes aos observados em fumantes que consomem cerca
de 20 cigarros por dia (César-Neto et al., 2003).

Resumidamente, este modelo utiliza um recipiente de
acrilico (45x25x20 cm), onde cinco animais de cada vez, S80 expostos a
fumaca de 10 cigarros com concentracdo de 1,3 mg de nicotina, 16,5 mg
de alcatrdo e 15,2 mg de mondxido de carbono por trés periodos diarios
de 8 minutos cada. O recipiente € composto por duas camaras
interligadas por um orificio. Na primeira ficam armazenados os cigarros
acesos. Nesta parte, ha também uma entrada onde & bombeado ar,
formando uma corrente que leva a fumacga para a segunda cadmara, onde
ficam os animais. Na segunda camara, ha outro orificio que da vazao ao

ar bombeado (Figura 1).
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Os animais foram submetidos a inalacdo da fumaca de
cigarro, seguindo os parametros acima descritos, dois meses antes da
realizacdo da inducdo da doenca periodontal. O cigarro utilizado foi da
marca MINISTER King size Unique (Souza Cruz) contendo os seguintes
ingredientes basicos: mistura de fumos, acucar, papel de cigarros, 10 mg
de alcatrdo, 0,8 mg de nicotina, 10 mg de mondxido de carbono, de

acordo com as informacdes do rétulo do produto.

Figura 1 - Imagem digital editada representando o mecanismo de exposi¢cdo a fumaca.
(César-Neto et al., 2003).

4.3 Inducdo da doenca periodontal

A inducdo da doenca periodontal foi realizada por um
anico cirurgido (CLF), responsavel pela realizacdo dos procedimentos. Os
animais foram anestesiados com a mistura na propor¢cao 1:2 de
anestésico cloridrato de quetamina, 100 mg/ml (Dopalen, da marca
Vetbrands, Jacarei, Brasil) e relaxante muscular cloridrato de xilazina, 20
mg/ml (Anasedan, da marca Vetbrands, Jacarei, Brasil), respectivamente,
na dosagem de 1 ml/kg. Aplicados de forma intramuscular, com seringa
de 1 ml e agulha de 12,7 mm estéril acoplada.

A ligadura para a inducdo de doenca periodontal foi
constituida de fio 100 % algodao colocado na regido cervical do primeiro

molar inferior direito, tomando-se o cuidado em penetrar o fio no sulco
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gengival. Portanto, em intima proximidade aos tecidos gengivais, ficando
0 no na regido mesial, como feito por Rodini (2005) (Figura 2).

A doenca periodontal induzida por ligadura foi iniciada
sete dias antes da colocacdo do dispositivo ortodéntico, de acordo com o
estudo que demonstrou perda de osso alveolar significativa ap0s este
periodo de inducdo da doenca periodontal (Holzhausen et al., 2002),

permanecendo até o final do experimento.

Figura 2 - Ligadura para a inducao de doenca periodontal (Rodini, 2005).

4.4 Instalacao do dispositivo para a movimentagéo ortoddntica

Para a instalacdo do dispositivo ortoddntico, os animais
foram novamente anestesiados e posicionados em uma mesa operatoria
modificada, idealizada por Houston (1964). Este procedimento foi
executado por um dnico cirurgido experiente e treinado (MSJr). O
dispositivo ortoddntico foi instalado sete dias apds a inducdo da doenca
periodontal.

Foi utilizado o porta agulha Mathieu e afastando-se a
mucosa jugal do rato com uma pinga clinica. Inicialmente, foi inserido por
lingual e pelo espaco interproximal entre o primeiro e segundo molar
direito, a ponta de um segmento de fio de amarrilho 0,15 mm. Neste

amarrilho foi conectado uma mola de aco fechada de 4 mm de
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comprimento. Para fixar a outra extremidade da mola, foi utilizado fio de
amarrilho de 0,20 mm lagando sua ponta e fixando-a nos incisivos
inferiores. Neste momento, a mola fechada se abre iniciando o
tracionamento dental e gerando uma forca de 75 cN, que € equivalente a
75 g. No primeiro molar inferior direito, tem-se o ponto de aplicacdo da
forca e o0s incisivos inferiores serviram como ponto de ancoragem,
permitindo a mesializacdo do primeiro molar (Figura 3). Para finalizar, foi
aplicada apo6s condicionamento &cido, resina composta fotopolimarizavel

para evitar que ferimentos fossem causados nos animais.

/

Figura 3 - Instalacé@o do dispositivo ortoddntico (A). Dispositivo instalado juntamente com

a ligadura (B). Aplicagéo de resina fotopolimerizavel nos incisivos (C). Mesa operatéria
modificada (D).

4.5 Periodo experimental

Para o grupo fumante, o periodo experimental totalizou 75
dias. Aos 90 dias de idade e pesando em média 300g, os animais foram

expostos a fumaca de cigarro por 60 dias, antes de qualquer intervencéo,

mantendo-se a exposi¢cdo até o dia do sacrificio. A indug&o periodontal
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ocorreu 61° dia e apos sete dias foi instalado o dispositivo para
movimentagdo ortodontica Para o grupo nao fumante, os animais
iniciaram o periodo experimental com a colocacao da ligadura. Passado
sete dias, instalou-se o dispositivo ortodéntico e, em mais sete dias,

ocorreu o sacrificio (Quadro 2).

Quadro 2 - Linha do Tempo do Periodo Experimental de acordo com o0s
grupos teste e controle

FUMANTES

Exposicdo a fumaca de cigarro
XPosie umag 9 Inducao

da DP

Inducéo
da MO

TESTE
LINHA DO

1°dia 80 dia 61°dia 68° dia 75° dia

TEMPO

CONTROLE
Inducéo Inducéo

NAO da DP da MO
FUMANTES

4.6 Preparo e analise histomorfométrica

Os animais foram anestesiados e sacrificados pela
técnica de perfusdo transcardiaca. Esta técnica consiste em abrir a
cavidade toracica para expor o cora¢do do animal, introduzir uma agulha
acoplada a uma canula no ventriculo esquerdo e, seccionar o atrio direito.
Ligada a uma bomba que inicialmente impulsiona solu¢do salina (cloreto
de sodio a 0,9 %) com o objetivo de remover todo o sangue do animal e,
logo apos, solugéo fixadora constituida por paraformoldeido a 4 % em
tampao fosfato, com pH 7,4, auxiliando na fixagcdo imediata da peca.

Ap6és a decapitacdo, as hemimandibulas foram
separadas, catalogadas e armazenadas em solucéo de paraformoldeido a

4 %, tamponado, permanecendo por 72 horas. Em seguida, foram
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desmineralizadas em solu¢cdo de EDTA 10 %, pH 7,8 e, incluidas em
parafina. As secg¢Oes foram obtidas (Microm HM 325) no sentido
longitudinal para possibilitar a visualizacdo das raizes e tecidos
periodontais do primeiro molar inferior, com espessura de 5 um e, coradas
pelo método hematoxilina e eosina de Harris e Lison.

As andlises microscépicas quantitativas realizadas foram:
area da perda Ossea na regido de furca e densidade mineral éssea da

mesma regido, avaliadas em cortes histolégicos semissequenciais.

4.7 Medida macroscoOpica: movimentacao dentaria (mm)

A medida da movimentacdo dentéria foi feita apds o
sacrificio e compreende a somatoria do diametro dos trés molares
inferiores e o0 espaco formado pela movimentacdo dentéaria, medindo-se
da distal do 3° molar até a mesial do 1° molar. Para medida foi utilizado o
paquimetro digital Mitutoyo Absolute Digimatic, modelo No. CD-6" CX-B

(Suzano, Brasil), como apresentado abaixo (Figura 4).
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Figura 4 - Mensuracdo da movimentacao dentéria.

4.8 Morfometria em microscopia convencional

As imagens dos cortes histologicos selecionados foram
capturadas em aumento de 50x, utilizando o microscopio Axioplan 2 e o
programa de aquisi¢do de imagens Axiovision Rel 4.7. Antes de iniciar as
medidas, as imagens foram renomeadas para o0 devido cegamento do
examinador. As imagens foram analisadas pelo programa computacional

Image J 1.49v, obtido por dominio publico, http://imagej.nih.gov/ij.
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4.8.1 Area da perda 6ssea (mm?)

A area da perda Ossea medida equivale ao espaco
ocupado pelo ligamento periodontal e perda 6ssea na regido de furca do
primeiro molar inferior. Foram medidos 10 cortes semissequenciais dessa
regido em cada espécime e posteriormente, calculado a média para cada
espécime. No image J, primeiramente foi feito a calibracdo da medida e o

valor encontrado foi anotado e utilizado para todas as medidas (Figura 5).
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Figura 5 - Calibragdo da medida. A: Reprodugdo da distancia conhecida na régua de
50x, utilizado a ferramenta “Straight”. B: Inserindo a distancia conhecida de 1 mm, na
caixa “Set Scale”
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Com a ferramenta “Polygon selections” a area de perda
O0ssea em mm?2 foi demarcada, e mensurada em “Analyse”, “Measure”
(Figura 6).

Analyze Particles..
Summanze
Distribution. .
Label

Clear Results

Set M

Set Scale.. D 74 179
Calibrate... B 72 179
Histogram 8 74 179
Plot Profile
Surface Plot...
Gels

Tools

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

of@ |« 4N Ala|ol@] #|s]2|ans]

File Edit Font Results
|area  |Mean  [Min [Max |
0385 133860 74 179
0388 133339 72 179
0309 135023 74 179
0326 134973 74 179

Figura 6 - Mensuracdo da area de furca. A: Demarcacdo da regido avaliada. B:
Resultado observado em cada imagem.
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4.8.2 Densidade 0ssea (%)

Foi realizada a contagem pela marcacao de pontos em 5
cortes por amostra, distantes em pelo menos 20 um, avaliados quanto a
qualidade Ossea, isto é, propor¢éo de tecido 6sseo mineralizado em uma
zona de 1.000 um sob a crista O0ssea, na area interradicular dentéaria
(Figura 7). Foi colocado um grid e com a ferramenta “Straight” delimitou-
se altura e largura da regido avaliada para facilitar a contagem dos
pontos, sempre se baseando na crista 0ssea interradicular. A contagem
foi feita na interseccdo dos pontos onde havia tecido ésseo, utilizando a
ferramenta “Multi point”. Depois, o valor obtido foi convertido para

porcentagem pelo programa computacional Microsoft Excel 2010.
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Figura 7 - Mensuracdo da densidade 6ssea. A: Delimitacdo da regido avaliada. B:
Marcacédo da intersec¢céo dos pontos no tecido ésseo, em amarelo.
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4.9 Analise estatistica

Os dados foram coletados e tabulados. Foram calculados
as médias e desvios-padréo para as condi¢cdes fumante e ndo fumante
nas seguintes situacdes: doenca periodontal + movimentagéo ortodontica
(DP+0); doenca periodontal (DP); movimentacdo ortodontica (O) e
controle (C+). Foram construidos histogramas para avaliar o
comportamento das informacdes adquiridas. Para a analise estatistica foi
realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk e, teste de igualdade de
variancias. Foi utilizado o teste ANOVA de dois fatores com nivel de

significancia de 0,05.



5 RESULTADOS

Foi realizada a medida macroscépica da movimentacao
dentéria e, as medidas histomorfométricas, da area de perda 0ssea e da
densidade mineral éssea, na regiao de furca do 1° molar inferior.

Na figura abaixo, temos as fotomicrografias da regido de
furca, ilustrando as caracteristicas histologicas do controle positivo (C+),
movimentagdo ortoddntica (O), doenca periodontal (DP) e doenca
periodontal com movimentacdo ortodontica (DP+0O) para as condi¢des:

fumante e nao fumante.
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Figura 8 — Fotomicrografia da regiao de furca do 1° molar inferior para fumantes (coluna
esquerda) e ndo fumantes (coluna direita). A e B: controle positivo. C e D:
movimentacao ortodéntica. E e F: doenga periodontal. G e H: doenga periodontal com
movimentacao ortoddntica. Colora¢do HE.

5.1 Movimentacao dentéaria

A Tabela 1 contém as médias e os desvios-padrao. Houve

diferenca estatisticamente significante em DP+O versus DP (p=0,001) e
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DP+0O versus C+ (p=0,001) para o grupo fumante. No grupo néo fumante,

também houve diferenca nas mesmas condi¢des e, em DP+O versus O,

todos com p<0,001. Confirmando a

realizacdo da movimentacdo

ortodontica e a mobilidade dental causada pela doenca periodontal

(Figura 9).

Tabela 1 — Média e desvio-padrao para movimentacao dentéria

Condicao Fumante N&ao Fumante
C+ 6,995+0,190 6,884+0,161
O 7,115+0,188 7,044+0,215
DP 6,992+0,208 6,975+0,209
DP+O 7,325+0,228 7,499+0,404

81 -

75

71
6.9

6,7

Distancia da movimentagéo
(mm)

65

79 -

7.7 -

73 -

—n
‘ i ‘ i i l M N&o Fumante
C+ (o) DP DP+O C+ (0] DP DP+O

Movimentagao dentaria

| |

M Fumante

Figura 9 — Médias e desvios-padrdo da movimentacao dentaria. C+: controle positivo, O;
movimentacdo ortodbntica, DP: doenca periodontal, DP+0O; movimenta¢do ortodéntica

com doenca periodontal, *: diferenca estatistica significante.
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5.2 Perda 6ssea

As médias e os desvios-padrdo da perda 0ssea estdo na
Tabela 2. Houve diferenca estatisticamente significante entre DP+O
versus C+, DP+O versus O, DP versus C+ e DP versus O, todos com
p<0,001. Com excecdo, no grupo fumante, DP+O versus O com p=0,007
e DP versus O com p=0,006. Nao houve diferenca estatistica entre O
versus C+, confirmando que a movimentacdo ortodontica ndo causa
perda 60ssea. Também ndo houve diferenca entre DP+O versus DP,
sugerindo que, nos casos em que a movimentacdo ortodéntica seja
realizada em um periodo de curta duracdo, esta ndo agravaria a perda

Ossea (Figura 10).

Tabela 2 — Média de desvio padrdo da perda 6ssea

Condicao Fumante N&ao Fumante
C+ 0,199+0,349 0,098+0,022
@) 0,338+0,379 0,171+0,07
DP 0,788+0,521 0,714+0,319

DP+O 0,788+0,589 0,858+0,325
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Area da perda 6ssea na furca
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Figura 10 — Grafico das médias e desvios-padrdo para perda 6ssea na furca. C+:
controle positivo, O; movimentacdo ortoddntica, DP: doenca periodontal, DP+O;
movimentacao ortoddntica com doenca periodontal, *: diferenca estatistica significante.

5.3 Densidade 6ssea

As médias e desvios-padrdo encontram-se na Tabela 3.
No grupo fumante, houve diferenca estatisticamente significante para
DP+0O versus C+ (p=0,027) e DP versus C+ (p=0,032). No grupo nao
fumante, as diferencas estatisticamente significantes foram observadas
nas mesmas condi¢cdes, DP+O versus C+ (p<0,001), DP versus C+
(p=0,010) e, também, O versus C+ (p=0,050) (Figura 11).
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Tabela 3 — Média e desvio-padréao para densidade 0ssea

Condicao Fumante N&o Fumante
C+ 54,19+16,038 58,16+11,347
@) 46,06+24,485 49,43+12,772
DP 44,62+18,087 47,17+£15,963
DP+O 44,21+16,139 43,96+14,081

Densidade mineral dssea
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Figura 11 — Médias e desvios-padrao da propor¢éo de tecido 6sseo, 1000 um abaixo da
crista 6ssea, na regido de furca. C+: controle positivo, O; movimentagéo ortodéntica, DP:
doenca periodontal, DP+O; movimenta¢do ortoddntica com doenca periodontal, *:
diferenca estatistica significante.



6 DISCUSSAO

Este estudo foi conduzido para elucidar o efeito
concomitante da doenca periodontal e da movimentacéo ortodontica em
ratos submetidos a inalacdo da fumaca de cigarro. Avaliou-se
histomorfometricamente a perda 6ssea e a qualidade 6ssea na regido de
furca e, macroscopicamente, a movimentacdo dentaria. Por meio dos
modelos experimentais de ligadura, movimentagcao ortoddntica e inalagcéo
da fumaca de cigarro.

O tabagismo tem sido reconhecido com um dos principais
fatores de risco para varias doencas em humanos, e esta relacionado a
uma propor¢cao substancial de doencas mundiais (Ezzati et al., 2002).
Tem sido estimado que o cigarro possua aproximadamente 5000
substancias quimicas nocivas, formando uma mistura complexa, dinamica
e reativa (Borgerding et al., 2005; Talhout et al., 2011). Estudos clinicos e
epidemiologicos confirmam que o fumo é o maior fator de risco na doenca
periodontal, ocasionando perda de insercao, perda Ossea, perda dental
com poucos sinais de inflamacdo (Palmer et al.,, 2005) aumentando
também a taxa de progressdo da doenca periodontal (Paulander et al.,
2004; Airila-Mansson et al., 2005; Baljoon et al.,, 2005) e destruicao
periodontal (Cesar-Neto et al., 2004). O fumo exerce influéncia direta e a
associacdo deste com o biofilme é mais destrutivo do que apenas um
fator. O tabagismo crénico compromete a saude periodontal (Bergstrom et
al., 1991 e 2000), aléem de estar correlacionado com maior perda 0ssea
marginal (Jansson, Lavstedt, 2002). Fumantes poderiam abrigar mais ou
maior namero de patdgenos periodontais que nao fumantes, sem
aumentar a quantidade de placa (Palmer et al., 2005).

A influéncia da fumaca de cigarros sobre o metabolismo
osseo foi relatada por César-Neto et al. (2003) mostrando que a inalagéao

da fumaca de cigarro tem uma maior influéncia, quando comparada com
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injecdes subcutaneas de nicotina, no reparo 6sseo cortical e medular ao
redor de implantes de titanio inseridos em tibias de ratos. O regime de
exposicdo a fumaca de cigarro utilizado promove niveis séricos de
cotinina similares ao consumo de 10 a 20 cigarros/dia (Gonzalez et al.,
1996). César- Neto et al. (2005, 2006) ao avaliarem histometricamente o
0sso alveolar de suporte, mostraram que além de influenciar
negativamente o reparo 6sseo, a fumaca de cigarro também promove
uma diminuicdo na densidade do tecido 6sseo que ndo sofreu nenhum
tipo de leséo e estd em funcdo normal, e que esse efeito é revertido com
a interrupcdo da exposicao a fumaca.

Neste estudo, no grupo fumante, a média de perda 6ssea
foi 0,788 mm? para a doenca periodontal, 0,338 mm? para a
movimentacao ortoddntica e 0,199 mm? para o controle. J& no grupo nao
fumante, obteve-se média de 0,714, 0,171 e 0,098 mm? para DP, O e C+,
respectivamente. Embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente
significante entre fumante e ndo fumante, vale ressaltar que a média da
perda Ossea foi o dobro e alcanca quase o dobro na movimentacdo
ortodontica no grupo fumante comparado com o grupo nao fumante.
Embora tenha sido feito a inalagdo de acordo com protocolo comprovado
cientificamente, neste caso, nao foi suficiente para haver uma
significancia entre os grupos. Por outro lado, pode-se pensar que 0
modelo empregado reproduziu uma condicdo de fumante leve a
moderado ao invés de fumante pesado. As concentracdes de 1,3 mg de
nicotina, 16,5 mg de alcatrdo e 15,2 mg de monéxido de carbono foi a
descrita na literatura. No entanto, as concentracdes utilizadas neste
estudo foram: 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo, 10 mg de mondxido
de carbono, de acordo com as especificagbes do fabricante. Talvez, essa
concentracdo menor possa ter causado este resultado, uma vez, que
entre as variagdes de individuos que fumam, estéo incluidas ndo somente

a frequéncia e profundidade de inalacdo, como também o tamanho da
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ponta de cigarro, presenca ou auséncia de filtro e a marca (Benowitz,
1996).

A cotinina, principal metabolito da nicotina, tem meia-vida
plasmatica entre 10 a 30 horas (Benowitz et al., 1983; Curvall, Enzell,
1986) e estabelece uma associacdo quantitativa direta entre o nivel de
fumar e a severidade da condicdo periodontal através do nivel de
insercao clinica, profundidade de sondagem e altura da crista 0ssea
(Gonzalez et al., 1996). A avaliacdo da cotinina no soro sanguineo (de
Weeder et al., 2002; Dhar, 2004). justifica o efeito dose-dependente sobre
o tecido, ou seja, a influéncia do fumo depende do tempo de exposi¢ao
(Bergstrom et al., 1991).

Shintcovisk et al (2014) avaliaram o efeito da nicotina no
mecanismo de remodelacdo 6ssea durante a movimentag¢do ortodontica,
e observaram reduc¢ao na angiogénese, nos precursores de osteoclastos,
na osteoclastogénese e nas lacunas de Howship, retardando o processo
de maturacdo do colageno no desenvolvimento da matriz 6ssea.

Ja Okamoto et al. (2009) observaram que a periodontite
experimental inibiu a movimentacdo ortodontica e, a distribuicdo de
osteoclastos no o0sso alveolar como resultado da aplicacdo da forca
ortoddntica sendo significantemente alterada na presenca de periodontite.
Diferentemente, em nosso estudo, ao avaliar a movimentacdo dentaria
encontramos diferencas significantes entre DP e DP+0O, tanto em
fumantes quanto ndo fumantes. No entanto, ao avaliar a perda Ossea
nestes mesmos grupos néo houve diferenca entre eles. Assim como, néao
houve diferenca entre MO versus C+, confirmando que a movimentacao
ortodontica ndo causou perda 0ssea na regido de furca, onde néo havia
inflamac&o. Ericsson e Thilander (1978) demonstraram que a
movimentacgao ortoddntica ndo é capaz de causar inflamacdo gengival em
locais onde o periodonto de suporte esteja notavelmente reduzido e néo

inflamado. Também ilustraram que o fator mais importante para a
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iniciagdo, progressdo e recorréncia da doenca periodontal € a presenca
de biofilme subgengival.

A combinacdo de inflamacdo, movimento ortoddntico e
trauma oclusal pode induzir mais rapidamente o desenvolvimento de
profundidade de sondagem e perda 6ssea do que a ocorrida somente na
presenca da inflamacéo cronica (Klesser, 1976).

A perda 6ssea foi maior em DP+O comparado com C+ e
O, em ambos os grupos. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre DP e DP+0O nos dois grupos, assim podemos inferir que
a perda O6ssea que ocorreu pode estar mais associada com a propria
doenca periodontal do que acdo da movimentacao ortodontica em si. I1Sso
poderia ser justificado pela propria diferenca estatisticamente significante
encontrada entre DP versus O e DP versus C+, para ambos 0s grupos.
Quando uma forca é aplicada adequadamente sobre a estrutura dental,
os tecidos periodontais se adaptam a forca gerada de forma a devolver o
equilibrio entre o dente e o periodonto (Heller, Nanda, 1979) e a
movimentagao ortodéntica ndo causa perda 6ssea. O fato de néo ter sido
encontrado diferenca entre os DP+O e DP, pode ser devido a quantidade
de forca aplicada no dente com ligadura. Quando uma forca excessiva é
aplicada, o ligamento periodontal comprimido € esmagado, resultando em
isquemia e hialinizacdo, que retarda a movimentacdo. Quando uma forca
moderada € aplicada, o ligamento periodontal pode torna-se comprimido
resultando no atraso da reabsor¢cdo Ossea. Contudo, forcas leves
produzem somente uma parcial isquemia no ligamento periodontal junto
com a reabsorcdo Ossea direta, resultando em uma movimentacéo
ortodontica continua (Cardaropoli, Gaveglio, 2007). O tempo de avaliagao
foi de 7 dias e, por isso, ndo € possivel assegurar que alguma perda
O0ssea ndo possa ocorrer acima desse periodo.

Considerando que no processo de remodelacdo 0ssea, 0
tecido 0sseo renova-se por si mesmo e permanecem 0S componentes

estruturais, as alteracbes vasculares e eventos celulares envolvidos na
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remodelacdo podem ser relacionados com os efeitos do fumo na
densidade Ossea (Cesar Neto et al., 2006). Além disso, os papéis
multifuncionais de RANK, OPG e RANKL podem fornecer um importante
elo entre a remodelacdo 6ssea, movimentacao ortodontica, e reabsorcao
radicular e, outras condi¢cdes locais e sistémicas (Yamaguchi, 2009). No
que diz respeito a formacdo de osteoclastos, os fibroblastos do ligamento
periodontal desempenham dupla funcdo significativa na remodelacao
Ossea alveolar. Sob condicdes fisiologicas, podem sintetizar niveis mais
elevados de OPG em comparacdo com RANKL, que tem um efeito
inibidor sobre a osteoclastogénese. Quando o equilibrio fisiolégico é
perturbado, seja sob a influéncia de forcas mecéanicas ou por desafio
bacteriano (Kajiya et al., 2010), a producdo de moléculas que estimulam a
osteoclastogénese € aumentada, possivelmente levando a um aumento
na formacéo de osteoclastos (Sokos et al., 2015).

Nagaie et al. (2014) concluiram que os componentes do
fumo retardaram a movimentacao ortodéntica em ratos, em parte, por
causa da capacidade destes componentes inibirem a osteoclastogénese.
Adicionalmente, seus resultados in vitro indicaram que o efeito inibidor
parece estar voltado mais para 0s pré-osteoclastos do que o0s
osteoblastos. Ainda, as secc¢fes histolégicas avaliadas foram obtidas
distantes da gengiva para eliminar a intervencéo da periodontite, uma vez
gue essa poderia conduzir a erros de interpretacdo dos resultados, visto
gue tem se considerado os lipopolissacarideos presente em bactérias
Gram-negativas do biofilme dental, como potentes estimuladores para
severa osteoclastogénese seguida por perda ossea (Kajiya et al., 2010).
Ainda, ressalta que uma compreensao entre periodontite, tabagismo e a
movimentagdo ortodontica deve ser explorada. Como ja citado, nossos
resultados na perda 6ssea e na densidade 6ssea néo diferiram entre DP e
DP+0O, sendo observada diferenga somente na movimentacao dentaria.

A adequada combinacao entre o tratamento ortodoéntico e

periodontal tem sido usado para melhorar as sequelas das doencas
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periodontais, sugerindo possibilidade de sucesso em longo prazo (Ong,
Wang, 2002; Cardaropoli, Gaveglio, 2007).

Dentro do nosso conhecimento, este € o primeiro estudo
que investiga, in vivo, a combinagcdo de doenca periodontal e
movimentagdo ortodontica juntamente com a inalacdo da fumaca de
cigarro, portanto, ser cauteloso com a interpretagdo dos dados é
importante. No entanto, os resultados desta pesquisa sao importantes
porque evidenciam que forcas ortodonticas aplicadas no periodonto sadio
ndo induzem a destruicdo periodontal. Em sitios com doenca periodontal
associado ao biofilme e, que recebam forgas ortoddnticas adequadas, a
perda 6ssea ocorrida pode ser mais resultante da doenca periodontal do
gue da ortodontia em si.

E sabido que o estado de doenca periodontal ativa é
contraindicacdo para o tratamento ortodontico (Wennstrom et al., 1993;
Zachrisson, Alnaes, 1973), porém, nos casos em que a doenca
periodontal foi tratada e que recebem tratamento periodontal de suporte, o
tratamento ortoddntico pode ser realizado, completando a reabilitagcdo do
caso (Melsen et al., 1988).

Outros estudos que explorem a relacdo da doenca
periodontal, movimentacdo ortodbntica e fumo em niveis celulares e
moleculares devem ser realizados para compreendermos 0S mecanismos

de atuacao destes no tecido 6sseo.



7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, concluimos que a
inalagdo da fumacga de cigarro néo teve influéncia nos grupos avaliados.
Porém, a doenca periodontal induzida, associada ou ndo a movimentacao

ortoddntica causou maior perda 6ssea em ambos 0s grupos.
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CEP 12201-970 - F (12)3947-9028
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CEUA - Comissio de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 1/2014-PA/CEP, sobre
“Avaliacao histolégica e imunoistoquimica das reagdes
periodontais provocadas pela movimentacdao dentaria associada a
doenca periodontal. Estudos em ratos”, sob a responsabilidade de
MARIA APARECIDA NEVES JARDINI, estda de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho
Nacional de Experimentagcdo Animal - CONCEA e Lei Arouca n® 11.794
de 08/10/2008 e foi aprovado por esta CEUA.

Sao José dos Campos, 14 de marcgo de 2014,

Prof.Assist.Dr. RUBENS NISIE TANGO
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Obs:- Para este trabalho serdo utilizados 100 ratos (Rarttus norvegicus, variagio albinus,
Wistar), sendo 90 para o projeto e 10 para perdas que ocorrerem.
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