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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
da exposiciao a fumaca de cigarro sobre a osteogénese
e a resisténcia mecanica do osso em ratos. Foram
utilizados doze ratos machos, divididos em dois grupos
(n=6): grupo CT (controle) e grupo CI (cigarro).
Durante 12 semanas, os animais do grupo CI foram
expostos a fumaca de seis cigarros/dia. Apds seis
semanas de exposicao a fumaca de cigarro, uma falha
ossea de Smm foi produzida no osso parietal e corpos
ceramicos de hidroxiapatita densa (HAD) foram
implantados em cavidade produzida cirurgicamente na
tibia dos animais do grupo CI e CT. Apés as cirurgias,
os animais retornaram aos protocolos experimentais
e, a0 término de doze semanas de experimentacio,
foram eutanasiados, as tibias e os ossos parietais foram
coletados para processamento histologico e os fémures
encaminhados para ensaio biomecinico em um médulo
MTS TestStar II®. A exposicido a fumaga do cigarro nio
interferiu no ganho de peso dos animais e os consumos
de dieta liquida e solida foram satisfatérios entre os
grupos. Os animais do grupo CI apresentaram menor
volume de osso neoformado na falha dssea (8,9+0,2)
produzida no osso parietal e ao redor do implante de
HAD na tibia (33+0,5). A forca maxima necessaria para
romper o fémur dos animais foi menor no grupo CI
(119+3,2) do que no grupo CT (140+6,5). Com bases
nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
concluir que a exposicio a fumaca do cigarro interferiu
na osteogénese da falha 6ssea e ao redor do implante
de HAD, diminuiu a forca maxima necessaria para
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a ruptura completa dos fémures e demonstrando a
fragilidade 6ssea causada pelo habito tabagista.
Palavras-chave: Cigarro. Osso. Hidroxiapatita.
Osteogénese.

INTRODUCAO

Os ossos sdo estruturas rigidas que ancoram e
protegem visceras e musculos. No entanto, estdo sujeitos
a fraturas, deformagdes e resseccOes de tumores, entre
outras afecgdes. Embora os o0ssos sejam capazes de
reparacdes espontaneas, em grandes lesdes Osseas tornam-
se necessarios os procedimentos ciriirgicos, em que 0s
enxertos dsseos autogenos e/ou os implantes de biomateriais
auxiliam o reparo da lesdo o6ssea (Sakakura et al., 2001;
Caria et al., 2007). Os enxertos autégenos apresentam
capacidade osteogénica, osteoindutora ¢ osteocondutora,
sendo considerados padrdo ouro. No entanto, quando
a quantidade de osso disponivel nas areas doadoras ¢
insuficiente, este pode ser associado a biomateriais como a
hidroxiapatita (HA) (Caria et al., 2007).

A hidroxiapatita sintética ¢ uma bioceramica
amplamente estudada, pois apresenta composi¢do quimica
similar a do osso humano, ndo ¢é téxica e possui forte
estabilidade quimica (Soares et al., 2009). Quando utilizada
in vivo, ndo apresenta reagdes inflamatdrias severas e
antigénicas, sendo, portanto, biocompativel (Ohbayashi et
al., 2000). No entanto, a utilizagdo de enxertos autégenos,
isoladamente ou associados a biomateriais em pacientes
fumantes que necessitem de reconstrucdes Osseas, € visto
com ceticismo devido ao grande ntimero de complicagdes
e perda de enxertos apresentados em estudos clinicos
envolvendo fumantes (Sakakura et al., 2001; Esposito et
al., 1998).

O sucesso do reparo oOsseo esta relacionado aos
habitos de vida do paciente e o tabagismo pode comprometer
a neoformag@o Ossea, assim como a osseointegracdo do
implante (Soares et al., 2010), uma vez que os componentes
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do cigarro podem levar a morte de osteocitos, diminuigao da
concentragdo da proteina morfogenética 6ssea (BMP) e da
fosfatase alcalina, podendo também diminuir a densidade
mineral d6ssea (Berley et al., 2010; Zheng et al., 2008).
O paciente tabagista apresenta maior possibilidade de
insucesso na fixagdo de implantes, uma vez que a nicotina
leva a reducdo mineral da matriz 6ssea.

A nicotina presente no cigarro retarda o processo de
cicatrizagdo, induz a diminui¢do do nimero de neutréfilos e
macro6fagos e provoca o aumento de agregacao plaquetaria, o
que reduz a microperfusdo sanguinea e estimula a formacao
de microcoagulos, resultando em trombos que, associados
a vasoconstri¢do, geram isquemia tecidual (Sakakura et
al., 2001). Além disso, a nicotina estimula a proliferagio e
adesao do fibroblasto junto ao implante e induz a redugdo
na atividade das células osteogénicas (Kucukdeveci et al.,
2009; César-Neto et al., 2000), fatores indesejaveis durante
o processo de osseointegracdo e incorporag@o de enxertos.

Considerando o grande numero de individuos
tabagistas, o presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da exposi¢do a fumaga de cigarro sobre a
osteogénese em defeitos preenchidos ou ndo com HA, bem
como sua influéncia sobre a resisténcia mecanica do osso
em ratos.

MATERIAL E METODOS

Protocolo Animal

Nesta pesquisa, foram utilizados 12 ratos (Rattus
norvegicus albinus) machos da linhagem Wistar (peso
corporal médio de 180+£25g), que foram divididos em
dois grupos distintos (n=06): grupo controle (CT) e grupo
cigarro (CI). Os animais do grupo CI, ao longo de 12
semanas, foram expostos a fumaga de seis cigarros com
concentragdo de 1,3 mg de nicotina, 16,5 mg de alcatrao
e 15,2 mg de monoxido de carbono. Esse contato foi feito
diariamente, no periodo da manhi, sendo o tempo de
exposicdo diario médio de 15 a 20 minutos. Inicialmente,
submeteram-se os animais a um periodo de adaptacdo
de seis dias, em que o numero de cigarros queimados
foi aumentado gradativamente de um a seis cigarros (Le
Mesurier et al., 1983; César-Neto et al, 2006).

Para a exposi¢do a fumaca, os animais do Grupo CI
foram colocados em uma caixa de acrilico transparente,
com dimensdes de 45x25x20 cm?, contendo uma cdmara
com orificios de ventilagdo e outros orificios menores na
parte superior, em que foram colocados os cigarros para
a propagacdo da fumaga. Apds a exposicdo, os animais
desse grupo voltavam a gaiola convencional. A pesagem
dos animais e a mensuragdo do consumo soélido e liquido
para calcular a ingestdo caldrica média foram feitas
semanalmente.

Todo o desenho experimental utilizado foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade José
do Rosario Vellano (UNIFENAS), com o Protocolo n® 02
A/2008, respeitando-se a Legislacdo Brasileira de Animais
de Experimentagdo, regulamentada pela Lei Federal 6.638
(1979), e os principios €ticos em experimenta¢do animal,
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).
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Procedimento Cirurgico

Com objetivo de avaliar o efeito da fumaga do
cigarro no processo de reparo 6sseo, em cada animal foram
criados defeitos circulares de 5 mm e 3 mm na regido
parietal do cranio e tibia, respectivamente, ap6s um periodo
de seis semanas de exposi¢do a fumaca de cigarro. Os
animais foram anestesiados com solugao 1:1 de quetamina
(Francotar®) e cloridrato de xilazina (Virbaxyl® 2%) na
dose de 0.10 ml/100g IM, tricotimizados nas regides a
serem avaliadas, seguido por incis@o longitudinal na pele,
afastamento e exposic¢ao da cortical dssea. No osso parietal
esquerdo, com auxilio de um Punch trepano, foi criada uma
cavidade, a qual foi preenchida com coagulo e suturada. Na
epifise proximal da tibia esquerda, foi realizado o defeito
e implantada a bioceramica hidroxiapatita densa (HAD), a
qual foi produzida pelo Instituto de Quimica da Unicamp,
apresentando 3mm de didmetro e 3mm de comprimento. O
peridsteo no parietal e a tibia foram reposicionados através
da sutura de suas bordas com fio de seda 8.0 e a pele foi
suturada com fio de algoddo 4.0. Ao completar 12 semanas
de experimento, os animais sofreram eutanasia através de
overdose anestésica.

Processamento Histolégico e Morfométrico

O osso parietal esquerdo e a tibia esquerda foram
coletados e, imediatamente, fixados em formalina
tamponada a 10% por 48 horas, sendo descalcificados
de acordo com Soares et al., 2010. Em seguida, os 0ssos
foram reduzidos e incluidos em parafina para microtomia.
Cortes transversais semisseriados, com seis micrometros
de espessura, foram corados com hematoxilina/eosina (HE)
para analise morfométrica (Soares et al., 2010).

O volume de osso neoformado foi obtido com o
auxilio de um reticulo quadrilatero de 100 pontos acoplado
a ocular do microscépio. Apds a contagem dos pontos, foi
utilizada a formula Vv = Pp/Pt (%), em que V= densidade
de volume ou volume relativo, P, = quantidade de pontos
sobre o osso neoformado e P_= niimero total de pontos do
sistema, de acordo com o principio de Delesse proposto por
Mandarim de Lacerda (1999).

Teste Mecanico do Fémur

Paraarealizagdo do teste mecanico, o fémur esquerdo
dos animais foi coletado, limpo e acondicionado em gaze
embebida em solugdo fisiologica (0.9%) e armazenados em
freezer (-20°C) até o dia anterior ao ensaio. O fémur foi
submetido ao teste mecanico de resisténcia no Laboratorio
de Propriedades Mecanicas da Faculdade de Engenharia
Mecanica (FEM) da Unicamp. O ensaio mecanico foi
realizado em um modulo de flexdo de trés pontos (MTS
TestStar 1I) utilizando uma célula de carga de 100 Kgf a
uma velocidade de 1.3 mm/min. A distancia entre as duas
extremidades Osseas foi de 50 mm e, para se obter o valor
da resisténcia, uma carga foi aplicada no ter¢o médio do
osso (diafise) por meio de uma ponta, acoplada em uma
maquina de ensaio universal (Soares et al., 2010). A forca
maxima necessaria para a ruptura completa do fémur foi
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obtida apos uma célula de carga registrada pelo Modulo de
Flexao MTS em Newton (N).

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente
utilizando-se o Programa GraphPad Insat e, deste, o
teste estatistico teste de Tukey escala multiplo (testes
paramétricos). Considerou-se o nivel de significancia de
5%, ou seja, os dados foram estatisticamente significantes
quando p<0,05, sendo os resultados expressos em média =
erro padrao da média (EPM).

RESULTADOS

O consumo liquido e solido foi satisfatorio entre
os grupos, porém, os animais do grupo CI apresentaram
menor ingestdo liquida e solida quando comparados com os
animais dos grupos CT (Tabela 1). Durante o experimento,
todos os animais ganharam peso (Tabela 1).

Os resultados morfométricos demonstraram que os
animais do grupo CI apresentaram menor volume de osso

neoformado ao redor dos implantes de HAD em relagdo ao
grupo CT (Figura 1 e Tabela 1). Na falha 6ssea, realizada
no osso parietal, também foi observado menor volume
de osso neoformado nos animais do grupo CI (Figura 2 e
Tabela 1).

A for¢a maxima (N) necessaria para romper o fémur
dos animais do grupo CI foi inferior a forga utilizada para
romper o fémur dos animais do grupo CT (Tabela 1), sendo
também, a esta, estatisticamente diferente.

Tabela 1. Comparagdo do ganho de peso (AP); consumo de dieta
liquida e solida; Volume dsseo neoformado; For¢a maxima para
ruptura do fémur; Controle (CT) e Cigarro (CI).

CT Cl
N 06 06
AP (g) 289+2 2881
Liquida (mL) 41+0,5 42+0,3
Sélida (g) 511 48+0,5*
Osso neoformado (%) ao redor da HAD (tibia) 391 33+0,5*

o .

Osso ne(?formado (%) na falha 6ssea do 144405 8.9402°
osso parietal
Forga Maxima (N) 140+6,5 119+3,2*

“p<0,005 comparado com CT. Dados expressos em média+EPM.

Figura 1. Comparagdo do osso neoformado (|) ao redor do implante de HAD e da infiltrag@o de osso neoformado nas fissuras da HAD
(*) através de corte transversal da tibia do grupo CT e CI. (400x — H.E.).

Cl

Figura 2. Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neoformagao na falha dssea dos animais do grupo CI em comparagio
com os do grupo CT. (HE 40X).
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DISCUSSAO

A osteogénese depende da migragdo, proliferagdo
e diferenciacdo das células osteogénicas em osteoblastos
(Marks & Popoff, 1988). No entanto, esse processo pode
ser alterado pelos efeitos bioldgicos do cigarro (Skott et
al., 2006). Desse modo, o tabagismo tem recebido grande
aten¢do por estar relacionado a uma maior incidéncia de
perda de implantes osseointegraveis (Soares et al., 2010).
O presente estudo mostrou que a exposi¢ao a fumacga de
cigarro interferiu negativamente na osteogénese do 0sso
parietal, na osteo-integragdo dos implantes de HAD nas
tibias e na forca méaxima para ruptura dos fémures em
ratos. Essas alteracdes devem-se aos efeitos da exposi¢ao a
fumaga de cigarro, ndo sendo decorrentes de um quadro de
desnutrigdo, pois todos os animais ganharam peso durante o
experimento e as ingestdes solida e liquida permaneceram
dentro dos padrdes preconizados por Svendsen & Hau
(1984).

No presente estudo, nd3o se observou resposta
inflamatéria cronica ou a formacdo de camada de tecido
fibroso na interface osso neoformado/implante de HAD.
Nos grupos experimentais, o 0sso neoformado encontra-se
em contato direto com os blocos de HAD. A alteracdo mais
importante observada refere-se ao menor volume de 0sso
encontrado ao redor dos implantes de HAD nos animais do
grupo CI quando comparado ao do grupo CT, o que pode
ser atribuido a redugdo da osteogénese ¢ a perda 6ssea peri-
implantar causadas pelos efeitos da nicotina, como descrito
nos estudos de Kamer et al., 2006; Soares et al., 2010. A
nicotina altera a histologia do tecido 6sseo, inibindo os
osteoblastos, alterando os niveis de paratormonios (Kapoor
& Jones, 2005) e diminuindo a densidade 6ssea (Benatti
et al., 2005), deixando, dessa forma, os 0ssos propensos a
fraturas (Skott et al., 2006).

Estudorealizado por Soares etal., (2010) demonstrou
reducdo da forca maxima necessaria para a ruptura
completa dos fémures em ratos submetidos a doses diarias
de 0,125 mg/100 g de nicédtica por via subcutanea por um
periodo de 90 dias. No protocolo presente, optou-se pela
exposi¢ao a fumaga do cigarro, pois o individuo tabagista
estd em contato com todos os componentes toxicos do
cigarro. Os componentes da fumaca do cigarro diminuiram
a resisténcia mecanica dos fémures, demonstrando uma
fragilidade 6ssea perante o habito tabagista. Essa fragilidade
ossea pode estar associada a diminuigdo das propriedades
materiais do 0sso, estando essas propriedades relacionadas
com a composi¢do do tecido Osseo ¢ as suas células, bem
como as partes orgdnica e inorganica do osso (Ferretti et
al., 2001).

Em conclusdo, o reparo da falha dssea ¢ a
incorporacdo dos implantes de HAD podem ser esperados
mesmo em animais e humanos expostos a fumaca do
cigarro. No entanto, com menor volume, pode comprometer
a estabilidade e manutengdo do implante.

ABSTRACT

Effects of cigarette smoke on osteogenesis and bone
mechanical resistance in rats
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This paper reports a study of the effects of exposure
to cigarette smoke on osteogenesis and the mechanical
strength of bone in rats. Twelve male rats were
separated into two groups (n=6): CT (control) and
CI (cigarette). All the animals had free access to rat
chow and water throughout the experiment. Group
CI was exposed to the smoke of 6 cigarettes/day for 12
weeks. After 6 weeks of exposure to cigarette smoke,
a defect was produced on the parietal bone and dense
hydroxyapatite (DHA) ceramic bodies were implanted
into cavities made surgically in the tibia of the animals,
in each group. After surgery, the CT and CI groups
returned to normal experimental conditions and, at the
end of 12 weeks, they were euthanized, and their tibiae
and parietal bones removed for histological processing,
while the femurs were subjected to biomechanical
tests in a MTS TestStar II three-point flexion module.
Consumption of solid and liquid diet was satisfactory
in both groups, all animals gaining weight throughout
the experiment. CI animals showed a smaller volume of
newly formed bone in the parietal defect (8.19+0.2) and
around the DHA implant in the tibia (33+0.5) than the
rats in the CT group (14.4+0.5 and 39+1 respectively).
The maximum force needed to break the femur was
smaller in CI (11943.2) than in CT (140+6.5). The
results of this study led to the conclusion that exposure
to cigarette smoke interfered with osteogenesis in the
bone defect and around the DHA implant and reduced
the maximum force required to completely break the
femur, revealing that bone fragility can be caused by
tobacco smoke.

Keywords: Cigarette. Bone. Hydroxyapatite. Osteogenesis.
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