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RESUMO

As caracteristicas clinicas, radiograficas, morfométricas e imuno-histoquimicas,
bem como, a diminuig&o dos sinais inflamatérios, a maior prevaléncia e severidade
da doenga e as interferéncias no processo de cura decorrentes dos efeitos do
fumo sobre o periodonto sao essenciais para estabelecer o diagnostico e definir a
terapia adequada. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a profundidade
de sondagem, a posicéo da crista 6ssea alveolar e a densidade o6tica radiografica,
e quantificar as células inflamatérias e a espessura epitelial, em pacientes
fumantes e nao fumantes com gengiva clinicamente saudavel ou gengivite.
Nossos resultados mostraram aumento na espessura da base epitelial e na
profundidade de sondagem nos pacientes fumantes, principaimente naqueles com
gengivite. Entretanto, ndo houve diferenga estatistica significativa no nimero de
células inflamatdrias presentes na gengiva marginal, na densidade 6tica e na
posicdo da crista Ossea alveolar entre pacientes fumantes e nao fumantes,
independente do estado clinico de sadde. Esses resultados sugerem a
necessidade de estudos futuros com populagdes adultas usuarias de tabaco para
a melhor compreens&o da influéncia do fumo na patogénese da doenca

periodontal.



ABSTRACT

The clinic, radiographic, morphometric and immunchistochemical characteristics of
the periodontal tissues as well as higher prevalence and severity of the periodontal
disease in smokers are essential for its diagnosis and therapy definition. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the probing depth, the position and the optical
density of the alveolar bone crest and quantify the inflammatory cells and the
epithelial thickness in smoker and non-smoker patients having clinical heath
gingiva or gingivitis. Results, in the present study showed a thicker oral epithelium
of the marginal gingival oral epithelium and a deeper probing depth in smokers,
especially in those presenting gingivitis. However, there were no statistic difference
among the number of inflammatory cells presents in the marginal gingiva, the
optical density and position of alveolar bone crest in smokers and non-smokers,
regardless of their clinical health status. in conclusion further investigation, using
pacients who have been smoking for a longer period of time is necessary for a
better understand of the smoking influence on the pathogeneses of periodontal

disease.



1. INTRODUGAO

O tabagismo constitui fator de risco prognéstico para uma série de doencas. Na
Europa o tabaco é responsavel por 40.000 mortes anuais por cancer, e se forem
incluidas as doencgas coronarianas e pulmonares, o fumo é responsavel por um
milhdo de mortes ao ano (BERGSTROM e PREBER, 1994). A influéncia do tabaco
na saude bucal & demonstrada pelo estabelecimento e desenvolvimento de lesbes
malignas e pré-malignas, maior prevaléncia de caries e atraso na cicatrizardo
tecidual apds procedimentos cirdrgicos (MECKLENBURG e GROSSI, 2000). Com
relagdo a saude periodontal a discusséao tem sido ampla. Embora a participacao
do tabaco como fator de risco ndo esteja claramente demonstrada, o fumo parece
modificar a prevaléncia e a progress&o das doencas periodontais (BERGSTROM e

PREBER, 1994).

Os efeitos deletérios do fumo na salde periodontal incluem alteracGes
biolégicas da resposta imunoldgica celular e humoral, provocando efeito
imunossupresor e prejudicando a relacao hos;aedeiro-parasité. Entre as aiteractes
imunologicas deve ser destacado o prejuizo na mobilizacéo, quimiotaxia e fungao
fagocitaria dos leucécitos polimorfonucleares do sangue periférico com
comprometimento da linha primaria de defesa contra bactérias subgengivais
(MECKLENBURG e GROSSI, 2000). Os fumantes apresentamn alteracéo na
proporcéo de linfocitos T do sangue periférico, com diminuigdo de linfocitos heiper
e aumento de linfocitos citotoxicos e apresentam diminuicdo da producao de

anticorpos, principalmente de IgG2, a classe mais importante das imunoglobulinas
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envolvidas na opsonizagao de periodontopatogenos (MECKLENBURG e GROSS!,
2000). As modificacBes do sistema imune relativas ao tabagismo permitem que os
microrganismos associados as doencas periodontais escapem dos mecanismos
especificos e inespecificos de defesa (MECKLENBURG e GROSSI, 2000).

Dentre as substancias vasoativas do cigarro, destaca-se a cotinina, um dos
derivados metabdlicos da nicotina (MECKLENBURG e GROSSI, 2000). A
constricao dos vasos sanglineos periféricos do tecido gengival gera implicagdes
de ordem inflamatoria e possivelmente imunologica, além de diminuir a
oxigenagdo e nutricdo tecidual, provocando menor renovagdo celular
(MECKLENBURG e GROSSI, 2000).

A diminuicdo da tensdo local de oxigénio no ambiente subgengival e a maior
adesao bacteriana as células epiteliais provocadas pelo tabaco propiciam o
crescimento de periodontopatégenos anaerdobios (MECKLENBURG e GROSSI,
2000). Estudos clinicos falham em demonstrar alteragdes qualitativas e
quantitativas na microbiota de pacientes fumantes: o acimulo do biofilime
bacteriano é descrito come menor (FELDMAN, BRAVACOS e ROSE, 1983), igual
(BERGSTROM, 1981; BERGSTROM, et al., 1990) ou maior nos fumantes
(PREBER, KANT e BERGSTROM, 1980) e a composicdo da microbiota
subgengival pode variar entre semelhante (STOLTENBERG et al., 1993) e distinta
da encontrada em pacientes nao fumantes (ZAMBON et al., 1996).

A cotinina pode ser encontrada no soro, na saliva e no fluido gengival de
pacientes fumantes (McGUIRE et al. 1989). CUFF et al. (1989) demonstraram ser

possivel a absorgcao de nicotina pela superficie radicular de fumantes com doenca



periodontal. Fibroblastos expostos a nicotina mostram reducgéo da proliferagéo,
migracdo e adesdo a superficie radicular, além de desenvolvem receptores de
superficie que permitem a ligacdo e internalizacdo da nicotina no citoplasma
(RAULIN et al., 1988; HANES, SCHUSTER e LUBAS, 1991). Essas alteragoes
provocam prejuizo no metabolismo celular, verificado pela reducao da secrecao de
proteinas e sintese de fibras colagenas por essas células (MECKLENBURG e
GROSSI, 2000).

As alteracbes imunoldgicas, inflamatérias, microbiolégicas e citotdxicas
associadas ao tabagismo interferem no quadro clinico, de forma a modificar a
sintomatologia, a severidade e a resposta a terapia da doenca periodontal.
Diversos estudos tentaram determinar os efeitos do fumo nos tecidos periodontais,
relacionando o habito com a reducdo dos sinais inflamatérios, com a maior
gravidade da doenca periodontal, com o maior nidmero de dentes perdidos e com
o fracasso da terapia periédonta! (ARNO et al, 1959; BERGSTROM e
FLODERUS-MYRHED, 1983; BERGSTROM e PREBER, 1984; CUFF et al., 1989;
GROSS! et al., 1997).

A resposta inflamatéria induzida a partir do acumulo do biofilme dental ¢
modificada pelo fumo, como demonstraram BERGSTROM e PREBER (1986).
Independente do grau de higiene oral, os fumantes apresentam reducao dos sinais
clinicos da inflamacao como sangramento, vermelhiddo, exudacao e edema. Além
de modificar os sinais clinicos inflamatérios, o fumo tem sido associado a maior
prevaléncia e severidade de destruicdo periodontal, incluindo aumento na

profundidade de sondagem, na reabsorcdo do osso alveolar e na perda de



insercdo (ARNO et al, 1959; BERGSTROM e FLODERUS-MYRHED, 1983;
GROSS! et al, 1997, HABER et al, 1993), e esses efeitos podem ser
influenciados pelo nimero de cigarros consumidos e duragdo do habito
(BERGSTROM e ELIASSON, 1987). O efeito do fumo sobre a crista 0ssea
alveolar pode nao estar acompanhado de sinais clinicos evidentes da doenca
pericdontal (BERGSTROM e ELIASSON, 1987).

A resposta clinica as diversas formas de terapia periodontal & inferior nos
pacientes fumantes em relagédo aos ndo fumantes (MECKLENBURG e GROSSI,
2000). Em fumantes, a terapia mecanica nao cirtrgica nao & capaz de eliminar B.
forsythus e P. gingivalis (GROSSI et al.,, 1994) e a terapia cirrgica resulta em
menor redugao da profundidade de sondagem e menor ganho clinico de insergéo
(PREBER e BERGSTROM, 1986). O fumo esta associado a 80% dos casos de
fracasso no tratamento das lesdes de bifurcaé:éo (ROSENBERG e CUTLER,
1994), a diminuigao na taxa de recobrimento radicular (MILLER, 1987) e a reducéo
da cicatrizarao apos diversas formas de tratamento periocdontal (TONETTI, PINI-
PRATO e CORTELLINI, 1995).

Os estudos de avaliagdo do nivel da crista dssea entre jovens fumantes e
nao fumanies falharam em encontrar diferencas entre os pacientes (PREBER,
KANT e BERGSTROM, 1980). Isso pode ser atribuido a dificuldade em se
identificar alteragdes sutis com os métodos radiograficos convencionais
disponiveis.

Em periodontia, a maior parte dos estudos desenvolvidos avaliou pacientes

adultos fumantes, com doenca periodontal destrutiva instalada, verificada por



perda 6ssea radiogréfica e perda de insercéo clinica. A diminuicdo dos sinais
inflamatérios, a maior prevaléncia e severidade da doenca periodontal e a redugéo
do sucesso da terapia periodontal nos pacientes fumanies representam um
desafio a periodontia. Portanto, o estudo comparativo das caracteristicas clinicas,
radiograficas, morfométricas e imuno-histoquimicas de pacientes fumantes e nao
fumantes com saude ou gengivite, pode contribuir para o entendimento dos efeitos
do fumo sobre o periodonto e apontar alteragdes que permitam o estabelecimento

do diagnéstico precoce.



2. CAPITULOS

2.1. A RELAGAO DO FUMO COM A PROFUNDIDADE DE SONDAGEM,
DENSIDADE OTICA E POSIGAO DA CRISTA OSSEA ALVEOLAR
RELATIONSHIP OF CIGARETTE SMOKING WITH PROBING DEPTH, OPTICAL

DENSITY AND POSITION OF ALVEOLAR BONE CREST
Fernanda da Roz RODRIGUES”

Prof. Cristina Cunha VILLAR™*

Prof. Dr. Antonio Fernando MARTORELLI DE LIMA**

UNITERMOS: densidade dtica, profundidade de sondagem, tabaco, fumo.
UNITERMS: optical density, probing deep, tobacco, smoking

RESUMO

Tem sido proposto que o habito de fumar pode modificar os sinais clinicos
inflamatérios, influir na profundidade de sondagem e no nivel clinico de insercao,
entretanto, os métodos clinicos e radiograficos convencionais disponiveis falham
em encontrar diferencas sutis no nivel e na densidade ética da crista 6ssea
alveolar. O objetivo deste trabatho foi investigar a relacdo do fumo com a
profundidade de sondagem, densidade otica e posicao da crista éssea alveolar em
pacientes jovens. Foram selecionados quatro grupos de pacientes (grupo I: nao
fumantes com saude gengival, grupo lI: nado fumantes com gengivite, grupo HI:
fumantes com saude gengival, grupo IV: fumantes com gengivite). Nesses
voluntérios foram considerados os indices de placa (IPl), de sangramento (SS) e

supuragdo (SuS) a sondagem, os parametros clinico profundidade de sondagem

* Aluna de graduacéo, FOP/Unicamp
* Mestranda em Periodontia, Mestre em Estomatopatologia, FOP/Unicamp,
*** Professor Titular, Departarmento de Protese e Perigdontia, Area de Periodontia, FOP/Unicamp.



(PS) e radiograficos densidade otica (DO} e nivel da crista 6ssea alveolar (NCOA)
com o auxilio respectivamente de sonda periodontal computadorizada e imagem
radiografica digital. Os dados foram avaliados pelo teste de analise de variancia
(ANQOVA), considerando significativo o valor de ¢=0.05. Os resultados mostraram
que nao ha diferenca estatistica significativa na densidade e no nivel da crista
ossea alveolar entre os grupos avaliados. A profundidade de sondagem foi maior
nos dentes inferiores dos pacientes fumantes, principalmente naqueles com

gengivite.

INTRODUGAO

O fumo é um fator de risco comprovado para varias doengas e existem evidéncias
que sugerem sua influéncia na sadde bucal (HABER ef al'®, 1993; PREBER e
BERGSTROM?, 1985) e no desenvolvimento e progressio da doenga periodontal
(HABER ef al.”®, 1993).

No passado, o fumo foi considerado como co-fator no desenvolvimento da
doenca periodontal, associando o habitc e ¢ maior acimulo do biofilme dental nos
pacientes fumantes (PREBER et al.'®, 1980). Entretanto, a relagdo direta entre o
sangramento gengival e o tabagismo foi demonstrada em irmaos gémeos por
BERGSTROM e FLOREDUS-MYRHED? (1983), que concluiram que os sinais
clinicos inflamatorios ndo eram tao evidentes nos individuos fumantes. Outros
estudos confirmaram esses achados, sugerindo que a resposta inflamatéria

induzida a partir do acumuio do biofilme dental seria modificada pelo fumo



(BERGSTROM e PREBER?®, 1986; BERGSTROM ef al.”, 1988; BERGSTROM et
al® 1990; PREBER e BERGSTROM?, 1985; RIVERA-HIDALGO®, 1986).
Portanto, independente do grau de higiene oral, os fumantes mostram reducéo
dos sinais clinicos da gengivite (BERGSTROM et al. 7, 1988; BERGSTROM et al.
 1990; PREBER e BERGSTROM?, 1985) e isso é causado pela alteracao na
resposta inflamatéria vascular e celular induzida pelo fumo (BERGSTROM et al. 7,
1988).

Além de modificar os sinais clinicos inflamatorios, o fumo tem sido associado
a perda 6ssea alveolar, ao aumento da profundidade de sondagem e a perda no
nivel clinico de insercdo (ARNO ef al', 1959: BERGSTROM e FLOREDUS-
MYRHED? ,1983; BERGSTROM e ELIASSON®, 1986, BERGSTROM e
ELIASSON®, 1987; BERGSTROM et al.®, 1991; BOLIN et al.’®, 1986; GROSS! et
al'?, 1994; HABER et al' 1993; PREBER e BERGSTROM?', 1986;
STOLTENBERG et al?®, 1993) sendo sugestiva a correlagéo positiva entre esses
aspectos, o numero de cigarros consumidos e a durag&o do tabagismo
(MARTINEZ-CANUT et al.’’, 1995).

O efeito do fumo sobre a crista 6ssea alveclar pode ndo estar acompanhado
de sinais clinicos inflamatérios evidentes da gengivite (BERGSTROM e
ELIASSON®, 1987). Os estudos de avaliagdo da profundidade de sondagem e do
nivel da crista 6ssea entre jovens fumantes e nao fumantes falharam em encontrar
diferencas entre esses pacientes (PREBER et al.'®, 1980). Isso pode ser atribuido
a dificuidade em se identificar alteracbes sutis com os métodos clinicos e

radiograficos convencionais disponiveis (PREBER et al.’®, 1980). Desta forma, o
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objetivo deste trabalho foi investigar a relagdo do fumo e a profundidade de
sondagem, densidade otica e posicdo da crista 6ssea alveolar em pacientes

jovens.

MATERIAL E METODO

Selegdao da amostra

Foram selecionados 40 pacientes adulios jovens (20 a 35 anos de idade), com
caracteristicas clinicas de salde gengival (indice gengival grau 0 de Lde &
Silness, 1964) ou de gengivite (indice gengival grau |l de Lée & Silness, 1964).
Destes pacientes, 20 eram n&o fumantes e 20 fumantes (Tabela 1). Foram
considerados fumantes os individuos que consumiam 10 ou mais cigarros por dia
(MARTINEZ-CANUT ef al."’, 1995).

Foram excluidos da amostra os pacientes ex-fumantes, com bolsa
periodontal ou perda oOssea identificadas nos exames clinico e radiografico,
gestantes, individuos com alteracdes sistémicas ou anormalidades imunolégicas
detectadas em exames fisicos e laboratoriais, ou que fizeram uso de qualquer
droga nas 4 semanas que antecederam o experimento.

Os pacientes foram divididos em 4 grupos, de acordo com as caracteristicas
clinicas e 0 habito de tabagismo para compor os grupos |: nao fumante com
gengiva clinicamente saudavel (n=10), li: nao fumante com gengivite (n=10), Ili:
fumante com gengiva clinicamente saudavel (n=10) e IV: fumante com gengivite

(n=10).
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
QOdontologia de Piracicaba/Unicamp, de acordo com a resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Satde/MS de 10/10/96, sob protocolo n® 081/2001 e todos

os participantes assinaram o termo de consentimento formal e esclarecido.

Exame Clinico

O exame clinico incluiu a avaliacdo dicotémica dos indices de placa (IPl), de
sangramento (SS) e supuracao (SuS) a sondagem e do parametro profundidade
de sondagem (PS). As variaveis foram analisadas em seis sitios especificos
{mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-lingual)
nos dentes de Ramfjord (11, 16, 24, 31, 36 e 44) (GETTINGER et al."", 1983). As
medidas clinicas foram padronizadas e obtidas com o auxilio de sonda periodontal
eletrdnica de pressao controlada do Sistema Florida Probe **.

Os valores de profundidade de sondagem em cada sitio especifico nos
dentes de Ramfjord permitiram a determinacéo de valores médios de profundidade
de sondagem para quatro faces (mesial, distal, vestibular e lingual) em cada dente
avaliado. A media dos valores verificados nos sitios mésio-vestibular e mesio-
lingual e nos sitios disto-vestibular e disto lingual permitiram o calculo dos valores
das faces mesial e distal. A partir de valores individuais calculou-se os valores de
cada grupo. Todos os voluntarios do estudo foram avaliados pelo mesmo

pesquisador.

" Florida Probe, Gainesville, FL, USA.
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Exame Radiografico

O exame radiografico digital intra-bucal! foi realizado para avaliar a densidade otica
e o nivel da crista 6ssea alveolar. Os sitios foram radiografados pela técnica do
paralelismo com o sensor radiografico do sistema radiografico digital Acu-Ray ©
posicionado paralelo ao longo eixo do dente. A densidade otica da crista éssea
alveolar foi avaliada na face mesial dos dentes de Ramfjord com auxilio de
programa computadorizado Imagelab ®. Em cada imagem digital a area de
analisada correspondeu a um triangulo equilatero de 1 mm de base, com um dos
vértices coincidente com o ponto mais coronal da crista 0ssea alveolar (Figura 1).
Distancias interdentais na altura da JCE menores que 1.0 mm foram descartadas.
A densidade otica foi expressa pela média de cada grupo de dentes (incisivos,
pré-molares e molares - superiores e inferiores) considerando os grupos de
estudo.

O nivel da crista 6ssea alveolar foi medido na face mesial dos dentes de
Ramfjord e definido como a sendo a distancia entre 2 retas paralelas, a primeira
posicionada na altura da juncéo cemento esmalte e a segunda no ponto mais
coronal da crista dssea alveolar adjacente (Figura 2). A média das distancias foi
calculada para cada grupo de dentes (incisivos, pré-molares e molares —

superiores e inferiores) considerando os grupos de estudoc.

" New image do Brasil. Imp. Exp. Lida. S3o Paulo, SP, Brasil.
" Imagelab, $Sac Paulo, SP, Brasil.
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As radiografias foram avaliadas por um unico examinador que ndo teve
acesso as informacdes relativas ao estado de saude e habito de tabagismo do

voluntario.

Analise Estatistica

Os resultados da profundidade de sondagem, do nivel da crista 0ssea alveolar e
da densidade otica foram expressos em média + desvio padrao considerando os
quatro grupos. Para analise da diferenca entre os grupos foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) presumindo variaveis independentes e utilizando o nivel de 5%

de significancia (p<0,05).
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Figura 1. Area selecionada para andlise da
densidade dtica da crista 6ssea alveolar.

Figura 2: Tragado do nivel da crista ossea
alveolar. JCE = junc@o cemento esmalte, COA =
crista dssea alveolar.
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RESULTADOS

As tabelas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 comparam a média e o desvio padrao da profundidade
de sondagem nas quatro faces avaliadas dos dentes de Ramfjord em pacientes
nao fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de satde clinica (S) e gengivite
(G).

A tabela 9 compara a média e o desvio padrac do nivel da crista Ossea
alveolar mesial dos dentes de Ramfjord em pacientes ndo fumantes (NF) e
fumantes (F), nos estados de saude clinica (S) e gengivite (G).

A tabela 10 compara a média e o desvio padrdo da densidade otica da crista
ossea alveolar mesial dos dentes de Ramfjord em pacientes nao fumantes (NF) e

fumantes (F), nos estados de satde clinica (S) e gengivite (G).
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Tabela 1. informagdes clinicas correspondentes aos pacientes.( M = masculino, F = feminino)

Grupo Paciente ldade Género

-

| 25
23
32
26
22
20
26
28
20
21
22
20
32
35
24
29
21
24
30
22
35
27
32
28
21
20
20
23
24
27
30
21
35
34
22
28
22
25
23
23

O~ DA B W 3®©0~0 0GR

"y
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ZMMM MMM TEZE2TNMTEEZNTNENENZEEZ2NZE T AE NN

wh
=

| = ndo fumantes / saude gengival, Il = ndo fumantes / gengivite, 1ll = fumantes / salde gengival, IV =
fumanies / gengivite.
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Tabela 2: Caracteristicas referentes ao habito e consumo de cigarros.

Caracteristica Habito
Grupo Hl {(n=5) IV {n=5)
Consumo Diario 15+ 6,21 14 £ 3,04 {p=0,59)
Duracao do Habito 10,41 £ 3,23 8,7+1,56 {p=0,34)
Exposicao Total 156 £ 73,72 127 £ 53,57 {(p=0,18)

Il = fumantes com satde gengival, IV = furmantes com gengivite. Teste t de Student (p<0,05).

Tabela 3: Média e desvio padréo da profundidade de sondagem do incisivo central superior direto
(11) em pacientes n&o fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de satde clinica (S) e gengivite
(G). Os valores estdo expressos em mm.

Dente 11 Grupos
Face NF-S (n=10) NF-G (n=10) F-8 (n=10) F-G (n=10)
m 161+0,27 ab 1,90+ 0,47 ab 183+0,38b 205x043a
d 1,68 0,29 ab 1,84 £ 0,46 ab 159+027b 208+x046a
v 1,70+£1,03 a 1,68+044 a 164+0362a 188+058a
| 1,46 +0,37 a 1,68x046 8 166+£028a 1,56£088a
m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = lingual.

ANQVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhantes ndo diferem entre si.

Tabela 4: Média e desvio padrio da profundidade de sondagem do primeiro molar superior direito
(16) em pacientes ndo fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de saudde clinica (S) e gengivite
{G). Os valores esto expressos em mm.

Dente 18 Grupoes
Face NF-8 (n=10) NF-G (n=10) F-S (n=10) EF-G (n=10)
m 1,732045a 1,86+£029a 1,72+ 0,36 a 1.86+0,60a
d 163+057a 1692041a 1,41+0,53 a 177048 a
v 1,28+080a 1,52+0,38 a 1,46+ 0,27 a 14210383
! 1,060,343 1,34+ 046 a 126053 a 1.34x057a
m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = lingual.

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhantes n&o diferem entre si.
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Tabela 5. Média e desvio padréo da profundidade de sondagem do primeiro pré-molar superior
esquerdo (24) em pacientes ndo furmnantes (NF) e fumantes (F), nos estados de salde clinica (S) e
gengivite (G). Os valores estao expressos em mm.

Dente 24 Grupos
Face NF-S (n=10) NF-G (n=10) F-S (n=10) F-G (n=10)
m 1,54 + 045 a 1,81 +0,66a 148+030a 1,895+035a
d 1,89+£0,36 a 2,11+0861a 187£0,38a 2,19+ 043 a
v 1.26+£056a 150+ 0462 1,200,413 1,38+ 048 2
i 150051 a 148+ 027 a 1,34+ 0,52 a 1,68+075a
m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = lingual.

ANOVA (p<0.05). Na linha, médias seguidas de letras semethantes ndo diferem entre si.

Tabela 6: Média e desvio padrdo da profundidade de sondagem do incisivo central inferior

esquerdo (31) em pacientes ndo fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de salde clinica (S) e
gengivite (G). Os valores estio expressos em mm.

Dente 31 Grupos
Face NF-8 (n=10) NE-G (n=10) F-5 {(n=10) F-G (n=10)
M 1.71+£038 82 167+0,54a 1,70+ 0,28 a 211+051a
d 208+041a 221+027a 209+042a 219+£052a
Y 1,22+ 0,55 ab 1,40+ 0,40 a 0,90+0,37b 1,76+ 049 a
L 1,20+ 063 a 162+088a 1,34+046a 1,84+084a

m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = lingual.

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras distintas diferem entre si.

Tabela 7: Média e desvip padrao da profundidade de sondagem do primeiro molar inferior
esquerdo (36) em pacientes n&o fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de salide clinica (S) e
gengivite {3). Os valores estao expressos em mm.

Dente 36 Grupos
Face NF-S (n=10) NE-G (n=10) F-S (n=10} F-G (n=10}
m 1,58+0,38b 153+052b 16120,37b 217+047 a
d 1,90£0,51b 1,78+ 0,55b 183x£054b 270+ 064a
v 1,38+ 0,35a 122+0,48a 1,60£037a 160+0,80a
i 18642076 a 152%+0,58a 1,66+ 0,656 a 1,70+ 0,58 a
m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = lingual.

ANOVA (p<0,05). Na linha, meédias seguidas de letras distintas diferem entre si.
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Tabela 8: Média e desvic padrao da profundidade de sondagem do primeiro pré-molar inferior
direito (44) em pacientes nao fumantes (NF) e fumantes (F), nos estados de saiide clinica (S) e
gengivite (). Os valores estdo expressos em mm.

Dente 44 Grupos
Face NF-S {n=10) NF-G (n=10) F-S (n=10) F-G (n=10
m 1,882 064 a 2,01+£0,58a 166+£043a 226+034a
d 146+ 0,32 ab 1,.3620,52b 1,51+ 033 ab 1,87+ 045a
v 1,22+ 0,30 a 1,260,602 1,22+0,38a 1,34+ 0313
] 1,52+ 0,43 ab 1,262 043 b 1.52 £ 0,46 ab 1,88+041a

m = mesial, d = distal, v = vestibular, | = ingual.
ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras distintas diferem entre si.

Tabela 9: Média e desvio padrio da densidade &tica da crista dssea alveclar em pacientes néo
fumantes (NF} e fumantes (F), nos estados de salnde clinica (S) e gengivite (B). Os valores estio
expressos em pixel. Face mesial.

Sitie Grupos
NF-S (n=10) NF-G (n=10) F-S {n=10) F-G {n=10)
11 9532+ 18664 9367+1743 a 82,04 £24,05a 86,56+ 28,18 a
16 862022514 89762101 a 80,24+ 1685a 8364+16,00a
24 8565+1382a 84,27+20,09a 93,491+ 2470a 8263+2291a
31 67,57 + 34,03 a 63,80+ 2516 a 61,84 +3558a 68,71+ 18,15 a
36 8203+864a 63.00+2110a 56,14+ 1569 a 5189+1536a
44 66,11+ 14,61 a 71,21£2011 a 65,11+18,39a 64,00+ 19,28a

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhantes néo diferem entre si.

Tabela 10: Média e desvio padrao do nivel da crista 0ssea alveolar em pacientes ndo fumantes

(NF) e fumantes (F), nos estados de satde clinica (S) e gengivite (G). Os valores est&o expressos

em mm. Face mesial.

Sitio Grupos
NF-S (n=10} NF-G (n=10) F-S (n=7) F-G (r=7)
11 1,20+ 035a 1212034 a 163x051a 1.67+0,8%a
16 1,16£040a 1,17+ 0,40 a 0,99+0,3%a 1,28+ 0,453
24 1,17+t046a 1,18+ 0,27 a 126x0,73a 1,28+ 0,292
31 166+045a 185+0204a 1.67x052a 168+037a
36 128+021a 1472022 a 143+035a 123+0,55a
44 160042 a 1,60+ 0,40 a 1.83+064z 182:0,75a

ANOVA {p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhantes nao diferem entre si.

DISCUSSAOD

Tem sido proposto que o habito de fumar pode modificar os sinais clinicos e infiuir

na profundidade de sondagem, no nivel clinico de inserciao e na perda 0ssea em
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pacientes adultos fumantes com doencga periodontal destrutiva instalada (ARNO et
al', 1959; BERGSTROM e FLOREDUS-MYRHED? 1983; BERGSTROM e
ELIASSON?®, 1987; BERGSTROM et al.®, 1991; BOLIN et al.”°, 1986; GROSSI et
al'?, 1994; HABER et al™, 1993; PREBER e BERGSTROM?' 1986;
STOLTENBERG et al.?®, 1993).

A diminuicdo dos sinais clinicos e de sinais radiograficos evidentes,
correspondentes a reabsorgdo da crista Ossea alveolar, nos fumantes pode
mascarar a presenca da doenga periodontal (BERGSTROM e ELIASSON®, 1987).

Em nosso estudo, ndo encontramos diferencga estatistica significativa no nivel
da crista 6ssea alveolar entre os grupos avaliados (Tabela 10). Nossos resultados
estdo em acordo com a literatura disponivel que mostra a posicao da crista dssea
alveolar entre 1 € 2 mm apical a juncdo cemento esmalte na satde periodontal ou
na gengivite (HAUSMANM®, 1997). Embora nao tenha sido apontada diferenca
estatistica significativa enire os grupos avaliados, os individuos fumantes,
independente do estado de saude, apresentaram valores numéricos superiores
aos individuos nao fumantes.

Nossos resultados também mostraram que n&do ha diferenca estatistica
significativa na densidade otica da crista 0ssea alveolar entre os grupos (Tabela
9), ainda que nos pacientes fumantes com gengivite tenham sido enconirados
valores de densidade 6tica menor. Estes resultados ndo estdo de acordo com
ROMANELLI et al.?* (1998), que trabalharam com metodoiogia diferente da nossa
e encontraram diminui¢do na densidade oOtica dos pacientes com gengivite em

comparagao aos pacientes com satide periodontal.
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Em nosso estudo, a densidade otica foi avaliada com o auxilio de um
software, em uma area definida da imagem digital, enquanto que ROMANELLI et
al?* (1998) utilizaram um fotodensitdmetro para avaliar a densidade 6tica em dois
pontos. Segundo os critérios de inclusdo, parte de nossa amostra foi composta por
pacientes com gengivite grau |l de Loe & Silness, enquanto que no estudo de
ROMANELLI et al®* (1998) foram selecionados voluntarios com inflamacao
gengival severa, grau lll de Ldée & Silness, o que pode ter favorecido a
identificacéo da diferen¢a entre os grupos.

O efeito do cigarro na densidade ética do tecido 0sseo alveolar em pacientes
fumantes com saude gengival ou gengivite representa um estudo inédito.
SPARROW et al.®® (1982) avaliaram a densitometria mineral dos ossos do carpo
em voluntarios fumantes e verificaram perda de substancia mineral, efeito
atribuido a provavel acdo sistémica do fumo. Em nosso estudo, a auséncia do
efeito do fumo na densidade dtica pode ser explicada pela idade reduzida dos
pacientes que apresentaram no maximo 35 anos, pelo periodo de exposicdo ao
fumo e pelas diferencas de metodologia. Enquanto avaliamos a densidade 6tica
da crista 6ssea alveolar, SPARROW et al®® (1982) utilizaram a densitometria
ossea. A densidade Otica usada em nosso estudo, parece ser um método limitado
para evidenciar alteracbes sutis.

Nossos resultados sugeriram muaior profundidade de sondagem nos dentes
mandibulares dos pacientes fumantes, em particular naqueles com sinais clinicos
inflamatorios de gengivite (Tabelas 7 e 8). O aumenio da profundidade de

sondagem nos individuos fumantes pode estar relacionado com alteragdes
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morfologicas e funcionais dos fibroblastos, que expostos a acdo da nicotina
desenvolvem receptores de superficie que permitem a ligacao e internalizacao
desta substancia no seu citoplasma (HANES ef al.'*, 1991). RAULIN et al.** (1988)
verificaram redugdo na proliferacdo, migracdo e adesao dos fibroblastos sobre
superficies radiculares expostas & nicotina. Essas alteragcdes provocam prejuizo
no metabolismo celular, representado pela redugéo na secregéo de proteinas e na
sintese de fibras colagenas, e a reducado da sintese das fibras colagenas prejudica
o turn over tecidual (MECKLENBURG e GROSSI'®, 2000).

Na presengca de processo inflamatorio, metaloproteinases matriciais
degradam as fibras colagenas do tecido conjuntivo (KINANE e LINDHE', 1999) e
nesta condicao a presenca de fibroblastos alterados pela nicotina pode ser mais
relevante, pois compromete a renovacdo e substituicdo das fibras. Nossos
resultados clinicos ilustram essa situacao, conforme observado nas fabelas 7 e 8,
que sugerem maior profundidade de sondagem no grupo de pacientes fumantes

com gengivite.

CONCLUSAO

Nao houve diferenca estatistica significativa na densidade otica e no nivel da crista
ossea alveolar entre os grupos avaliados. A profundidade de sondagem foi maior
nos dentes inferiores dos pacientes fumantes, principalmente naqueles com
gengivite, o que pode indicar o Inicio dos efeitos citotdxicos do fumo no

periodonto.
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ABSTRACT
It has been proposed that smoking can modify inflammatory clinical signs and
influence both the probing depth and the clinical attachment level. However,
conventional methods fail in finding differences in the position and optical density of
the alveolar bone crest. The aim of this study was to investigate the correlation of
cigarette smoking with the probing depth, optical density and position of the alveolar
bone crest in young adults. Subjects were divided into 4 groups (group I: non-
smoker with clinically healthy gingiva; Group lI: non-smoker with gingivitis; Group Il
smoker with clinically healthy gingiva; Group IV: smoker with gingivitis). In each
volunteer, plaque index, bleeding (BOP) and suppuration on probing (SOP) and the
clinical parameter of probing depth were evaluated using an pressure controled
electronic periodontal probe. Radiographic findings of the density and position of the
alveolar bone crest were evaluated by using radiographic digital images. Statistic
analysis was carried out by using ANOVA at a significance level of ¢=0.05. No
statistically significant differences were observed in relation to the optical density
and position of the alveolar bone crest among the groups. The probing depth was
deeper for inferior teeth of smokers, especially for those presenting gingivitis. The
deeper probing depth in smokers can be interpreted as loss of the clinical

attachment level.
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2.2 A INFLUENCIA DO FUMO NA ESPESSURA EPITELIAL DA GENGIVA
MARGINAL.
THE SMOKE INFLUENCE ON MARGINAL GINGIVAL EPITHELIAL
THICHNESS.

Prof. Cristina Cunha VILLAR™, Prof. Dr. Antonio Fernando MARTORELL! DE LIMA**
VILLAR, C. C.; LIMA A F. M. A influéncia do fumo na espessura epitelial da gengiva marginal.

Rev Odontol Univ S&o Paulo

RESUMO

Pacientes fumantes freqlientemente apresentam. redug@o dos sinais clinicos
inflamatdrios da gengivite associada, em grande parte, a vasoconstricdo local e
aumento_ da espessura epitelial. O objetivo deste trabatho foi avaliar a espessura
do epitélio oral da gengiva marginal de pacientes fumantes e n&o fumantes, nos
estados de saude gengival e gengivite. Foram obtidos vinte fragmentos de tecido
gengival de quatro grupos de pacientes. Grupo I: ndo fumantes com saude
gengival (n=5), Grupo . nao fumantes com gengivite (n=5), Grupo [lIl: fumantes
com saude gengival (n=5), Grupo IV: fumantes com gengivite (n=5). As bidpsias
receberam processamento histoidgico de rotina e coragdo H&E. Com auxilio de
sistema de imagens KS400 foram quantificadas a espessura epitelial maior e a
espessura da base epitelial, e determinados os valores dos perimetros da
superficies externa e interna do epitelio. Os dados foram avaliados pelo Teste de

Tukey considerando significativo o valor de o=0.05. Os resultados mostraram

*Mestranda em Periodontia, mestre em Estomatopatologia, FOP/Unicamp
=Professor Titular, Departamente de Protese e Periodontia, Area de Periodontia, FOP/Unicamp
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valores da espessura da base epitelial maior (p<0.05) nos pacientes fumantes,

independente do estado de satde gengival.

UNITERMOS: Gengiva, espessura epitelial, tabaco.

INTRODUGAO
A associagao entre o fumo e a salde periodontal tem sido descrita em estudos

clinicos e epidemiologicos * * > 4 5 7.9 12 13

, que sugerem que os produtos
derivados da combustio do tabaco sdo capazes de modificar as caracteristicas
clinicas e a progressao da doenca periodontal. Desde entao, o fumo tem sido
descrito como fator de risco & doenca periodontat ™+ % 2,

PREBER, KANT E BERGSTROM '? (1980) afirmaram que os pacientes
fumantes exibiam sinais inflamatorios de maior intensidade que os nac fumantes,
relacionando esse achado com o menor controle e o maior acumulo do biofilme
dental nos fumantes. Em 1983, BERGSTROM & FLODERUS-MYRHED '
verificaram redugao do sangramento gengival nos pacientes fumantes com alto
consumo de tabaco. A partir desse estudo, outros trabalhos confirmaram a
reducao dos sinais clinicos da gengivite nos pacientes fumantes, sugerindo que a
resposta inflamatéria seria modificada pelo fumo 23> 7.

BERGSTROM & PREBER ? (1986) utilizaram o modelo experimental de
gengivite em pacientes fumantes e n&o fumantes e verificaram que embora a taxa

de formagdo de placa fosse semelhante entre os grupos, os fumantes

desenvolviam sinais clinicos inflamatérios menos pronunciados. A reducao dos
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sinais inflamatoérios experimentada pelos pacientes fumantes em relagao aos nao

1,2, 3 4 7

fumantes pode ser confirmada pela diminuicdo do sangramenio a

sondagem %> *7

, pela redugao da supuragao, edema e vermelhidao tecidual % **
e reducao do nimero de vasos sangiiineos da gengiva marginal 2.

A reducdo dos sinais clinicos inflamatérios nos pacientes fumantes,
particularmente quanto a coloragéo gengival e sangramento & sondagem, pode
ser atribuida a vasoconstricao periférica causada especialmente pela cotinina °.
Adicionalmente as alteragbes vasculares, o aumento da espessura epitelial
induzido pelo aumento da temperatura local provocado pela combustdo do cigarro,
também pode contribuir para a reducao dos sinais inflamatérios nos pacientes
fumantes. Embora a literatura a'ponte 0 aumento da espessura epitelial na mucosa
bucal dos pacientes fumantes °, ndo existem estudos morfométricos referentes a
espessura epitehial no tecido gengival destes pacientes. O objetivo deste trabalho

foi investigar a relagdo entre a espessura epitelial da gengiva clinicamente

saudavel ou na presenca da inflamacao gengival e o habito de fumo.

MATERIAL E METODOS

Selecdo do material

Foram selecionados 20 pacientes adulios jovens (20 a 35 anos de idade), com
caracteristicas clinicas de saude (indice gengival grau O de Loe & Silness, 1963)
ou gengivite (indice gengival grau Il de Lée & Siiness, 1963) e indicagao de terapia

periodontal cirtrgica com finalidade protéetica. Destes pacientes, 10 eram né&o
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fumantes e 10 fumantes (Tabela 1). Foram considerados fumantes os individuos
que uiilizassem 10 ou mais cigarros por dia, por um periodo minimo de 5 anos.

Foram excluidos da amostra pacientes ex-fumantes, com presen¢a de bolsa
periodontal ou perda 6ssea identificadas respectivamente com o auxilio de sonda
periodontal eletrdnica de pressao controlada do Sistema Florida Probe® e exame
de imagem digitalizada do sistema radiografico Acu-Ray®. Da mesma forma,
pacientes gestantes, individuos com alteracdes sistémicas ou anormalidades
imunolégicas detectadas em exames fisicos e laboratoriais, ou que fizeram uso de
qualguer droga nas Ultimas 4 semanas foram excluidos do estudo.

A bidpsia foi executada durante a execucao de procedimento de tratamento
previamente planejado e permitiu a obtencdo das amostras do tecido gengival
marginal, com dimensdes minimas de 4,0 mm por 2,0 mm. A anti-sepsia intrabucal
foi realizada com bochecho de digluconato de clorexidina a 0,2% por 1 minuto, a
extra-bucal com iodo-povidine e a técnica anestésica transcorreu segundo a
localizacdo do sitio cirlrgico. As bidpsias foram obtidas de diferentes regides da
cavidade bucal ? e divididas em 4 grupos, de acordo com as caracteristicas
clinicas € o habito do tabagismo do doador. Grupo | ndo fumante com gengiva
clinicamente saudavel (n=5); Grupo II: nao fumante com gengivite (n=5); Grupo lil:
fumante com gengiva clinicamente saudavel (n=5); Grupo IV: fumante com

gengivite (n=5).

* Florida Probe, Gainesville, FL, USA.
" New Image do Brasil. imp. Exp. Lida. S3o Paulo, SP, Brasil,
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba/Unicamp, de acordo com a resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Satde/MS de 10/10/96, sob protocolo n® 076/2001 e todos

os participantes assinaram o termo de consentimento formal e esclarecido.

Analise morfométrica

Os fragmentos biopsiados foram fixados em formol a 10% e processados apés 24
horas. Os corles de parafina de Sum foram corados em H&E e analisados
considerando o epitélio gengival em sua porgdo oral, em 3 campos diferentes em
aumento de 10x. Uma cémara de video acoplada ac microscépio permitiu a
analise morfomeétrica computadorizada da espessura epitelial pelo sistema de de
imagem Kontron S 400%*, Durante a analise, o examinador nao teve acesso as
informacdées sobre 0 estado de salude e o habito de tabagismo do paciente.

Foram avaliados os perimetros superficie externa (PSE) e superficie interna
do epitélio (PS1), espessura epitelial maior (EEM = distancia entre a superficie
externa do epitélio e a ponta da crista epitelial) e a espessura da base epitelial
(EBE = distancia entre a superficie do epitélio e a membrana basal localizada
entre duas projecdes epiteliais) (Figuras 1 e 2). Os perimetros foram avaliados em
duplicata em 3 campos diferentes e as espessuras foram avaliadas em 3 campos
por corfe em 5 regides totalizande 15 medidas, que foram transformadas em
média aritmeética e forneceram o valor da variavel por {&amina. O valor final de cada

l&amina foi expresso pela média dos campos examinados.
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Anélise Estatistica

Os resultados morfométricos foram expressos em media + desvio padrao para 0s
quatro grupos. Os dados mostraram homogeneidade e a diferenca entre os grupos
foi determinada por Andlise de Variancia (ANOVA - Teste de Tukey) considerando
o nivel de 5% de significancia. Para andlise da diferenga do consumo de cigarros

entre os grupos 11l e IV foi utilizado o Teste t de Student (p<0,05).

Figura 1: Tracados do perimetro da Figura 2: Tragados da espessura da

superficie ext‘erna (PSE) e perimetro base epitelial (EBE)} e da espessura

da superficie interna (PSI) (H&E-10x). epitefial maior {(EEM) (H&E-10x).
RESULTADOS

Os pacientes fumantes clinicamente saudaveis (grupo I} consumiam em média
17 + 8,37 cigarros/dia durante 9,8 + 3,49 anos, e os fumantes com gengivite
(grupo 1V) 15 + 3,54 cigarros/dia, por 8,8 + 2,39 anos, sem diferenga estatistica
significativa entre os grupos,gNéo houve diferenca estatistica significativa (p=0,15)
entre fumantes clinicamente saudaveis (grupo Ill) e fumantes com gengivite (grupo

V), que consumiram respectivamente 173 + 83,72 e 146 + 55,50 cigarros,

* Kontron Elektronik, Minchen, Germany
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considerando o namero de cigarros consumidos por dia X a duragdo do habito em
anos (Tabela 2).

O epitélio gengival marginal apresentou-se escamoso estratificado com
queratinizado com pequenos espac¢os intercelulares. O estrato espinhoso ocupava
cerca de 50% da espessura total do epitélio e o estrato corneo foi mais exuberante
nas amostras obtidas de pacientes fumantes (Figura 3). Em algumas amostras de
pacientes com gengivite (grupos Il e IV) notou-se a presenca de glicogénio nos
queratindcitos (Figura 4).

Nao houve diferenca estatistica significativa na espessura epitelial maior
entre pacientes fumantes e ndo fumantes, independente da condigao clinica,
entretanto, a espessura da base epitelial foi maior nos individuos fumantes em
relacdo aos nao fumantes (p<0,05) (Tabelas 3 e 4).

Nao houve diferenca estatistica significativa nos valores médios dos
perimetros da superficie epitelial externa e interna de voluntarios fumantes e nao

fumantes, independente da condigio clinica gengival (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 1. Informagdes clinicas correspondentes acs pacientes.

Grupo Paciente ldade Género Localizacao
i 1 32 M 13 palatina
2 23 F 36 vestibular
3 26 F 26 palatina
4 22 F 26 palatina
5 26 F 25 palatina
H 1 29 M 25 palatina
2 22 F 14 palatina
3 20 F 37 lingual
4 32 F 26 palatina
5 35 F 26 palatina
i 1 35 M 44 vestibular
2 28 F 16 palatina
3 27 M 25 palatina
4 32 M 26 palatina
5 21 F 16 palatina
v 1 30 M 25 palatina
2 35 F 25 palatina
3 34 F 48 lingual
4 22 F 16 palatina
5 28 F 17 palatina
M = masculino, F = feminino, | = pacientes nfo fumantes com satlde gengival, ll = pacientes ndo fumantes
com gengivite, 1l = pacientes fumantes com satde gengival, IV = pacientes fumantes com gengivite.
Tabela 2. Caracteristicas referentes ao habitc e consumo de cigarros.
Caracteristica Habiio
Grupo il (n=5} IV (n=5)
Consumo Diédrio 17 £ 8,37 15+ 3,54 {p=0,59)
Duragio do Habito 9,8+ 3,49 881239 {p=0.27)
Exposicao Total 173 £ 83,72 146 & 55,50 {p=0,15)

Il = pacientes fumantes com sadde gengival, IV = pacientes fumantes com gengivite.
Teste t de Student - considerandoe o nivel de 5% de significancia (p<0,05).



“Figura 3. Nota-se a presenca de extrato coémeo exuberante no epitélio oral da gengiva

marginal de individuo fumante (H&E-40x}

Figura 4: Nota-se distlrbio do processo de queratinizacdc e presenca de acumulo

citoplasmatico sugestivo de glicogénio no epitélic do sulco da gengiva marginal de sitio com
sinais clinicos de inflamaco em paciente nao fumante (HEE-40x.



Tabela 3: Média e desvio padrio da espessura epitelial maior (EEM) em pacientes ndo fumantes
{NF) e fumantes (F), nos estados de salde clinica (8) e gengivite {G). Os valores estao expressos

em um.
Condicdo clinica Habito
NF (n=10) F{n=10)
G (n=10) 434,77 £ 53,84 Aa 506,05 £ 84,61 Aa
S (n=10) 460,86 = 38,26 Aa 534,38 £ 54,61 Aa

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de lefras maidsculas distintas diferem entre si.
Na coluna, médias seguidas de letras mintsculas distintas diferem entre si.

Tabela 4: Média e desvio padréo da espessura da base epitelial (EBE) em pacientes ndo fumantes
(NF) e fumantes (F}, nos estados de satde clinica (S) e gengivite (G). Os valores estao expressos

em um.
Condic&o clinica Habito
NF (n = 10) F(n=10}
S (n=10) 250,91+ 37,58 Ba 259,88 + 59,22 Aa
G (=10 174,86 + 59,22 Ba 274,68 + 47,26 Az

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de lefras maitsculas distintas diferem entre si.
Na coluna, médias seguidas de letras minldsculas distintas diferem entre si.

Tabela 5: Média e desvio padrdo do perimetro da superficiem externa (PSE) do epitélio em
pacientes ndo fumantes (NF) e fumantes (F), portadores de salde clinica (S) e gengivite (G). Os

valores esti0 expressos em um.

Condicao dinica HZbito
NF (n = 10) F(n=10)
S{n=10) 647.84 % 26,71 Aa 634,41+ 352 Aa
G (n=10) 643,10 £ 8,71 Aa : 655,86 + 26,17 Aa

ANCVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras mailscuias distinias diferem entre si.
Na coluna, médias seguidas de letras mindsculas distintas diferem enire si.




Tabela 6: Média e desvio padrédo do perimetro da superficie interna (PSI) do epitélio em pacientes
ndo fumantes (NF) e fumantes (F), portadores de salde clinica {8) e gengivite (G). Os valores

estdo expressos em um.

Condicao clinica Habito
NF (n =10} Fin=10)
S(n=10) 2257 46 + 326,86 Aa 20040,15 £ 577,38 Aa
G{n=10) 234260 £ 527,03 Aa 253700+ 712,40 Aa

ANOVA (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras maidsculas distintas diferem entre si.
Na coluna, médias seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si.

DISCUSSAOQ

A resposta inflamatéria induzida a partir do biofilme bacteriano pode ser
modificada pelos produtos do tabaco ® entre eles a cotinina, derivado metabolico
da nicotina que tem ac¢éo vasoconstritora periférica reduzindo os sinais clinicos de
sangramento, vermelhiddao e edema no tecido gengival * *. O aumento da
temperatura local e os produtos de combustdo do tabaco induzem o aumento da
espessura epitelial das mucosas jugal e labial e da gengiva marginal ®.

O revestimento epitelial dessas mucosas e estratificado e queratinizado,
entretanto, a mucosa jugal e a labial ndo apresentam projecdes epiteliais
pronunciadas. Na gengiva marginal a arquitetura epitelial & influenciada pela
localizacdo e demanda funcional 4.

Nos espécimes avaliados neste estudo, o estrato espinhoso ocupou cerca de
50% da espessura fotal do epitélio e os queratinécitos estavam separados por
pequenos espacos interceiulares. Nos espécimes de pacientes fumantes o estrato

cormneo era mais evidente (Figura 3). Esses eventos s&o semelhantes aos

descritos por DANIELS et al. ® (1992).
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Em algumas amostras provenientes de sitios com inflamacao clinica, foi
notada a presenca de material semelhante ao glicogénio (Figura 4). Segundo
KATCHBURIAM & ARANA '° (1999), a inflamacao pode interferir no processo de
maturacao epitelial e na conformacao original dos tonofilamentos comprometendo
a completa queratinizacdo. Esses autores demonstraram a presenca de material
semethante ao glicogénio no interior das células epiteliais indicando o disturbio do
processo de diferenciagdo celular.

A analise morfométrica mostrou aumento da espessura epitelial nos casos de
saude gengival quando comparada aos casos de gengivite nos pacientes
fumantes e ndo fumantes sem diferenca estatistica significativa (p>0.05) entre os
grupos (Tabela 3). A inflamacéo gengival reduz a espessura epitelial que podera
ser acompanhada de ulceracdo &'

Em nossos espécimes encontramos aumento da espessura da base epitelial
nos pacientes fumantes (Tabela 4). Do ponto de vista clinico, esse aumento
manifesta-se como area discretamente esbranquicada.

Nossos resultados, apresentados nas tabelas 5 e 6, mostram que néo houve
diferenca estatistica significativa (p>0.05) entre os perimetros externo e intermo
independente das condi¢gbes clinicas, eniretanto, o perimetro epitelial interno foi
maior nos casos de gengivite. O epitélio &€ um tecido avascular que depende do
tecido conjuntivo subjacente. A inflamacgao provoca a desorganizacdo do tecido
conjuntivo, modifica o suprimento sangiineo e dificulta a eliminagdo dos

metabélitos presentes no tecido epitelial. Segundo HARA et al. ® (1975), as
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projecGes epiteliais sdo mais freqlientes e intensas nos casos de inflamagao
gengival.

Nossos resultados mostraram que as alteragbes vasculares causadas pelo
fumo levam ao aparecimento de projecdes epiteliais pouco alongadas. Nos
individuos fumantes jovens isso pode ter sido responsavel pela néo diferenca

estatistica entre os valores da espessura epitelial maior.

CONCLUSAO

Os fumantes jovens apresentaram maior espessura da base epitelial
acompanhada do aumento da camada cérnea independente do estado de satdde
gengival. Esse aumento pode contribuir para a diminuicao dos sinais inflamatérios

no tecido gengival.
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Smokers patients show reduction of inflammatory clinical signs, such as gingival
bleeding and gingival redness. These characteristics are associated with the local
vasoconstriction and na increase in the gingival epithelial thickness. The purpose
of this work was to evaluate the thickness of the marginal gingival oral epithelium in
smokers and non-smokers, with clinically healthy gingivae or gingivitis. 20 biopsies
were obtained from four different groups: Group |1 no smokers with clinically
healthy gingiva (n=5), Group |l: no smokers with gingivitis (n=5), Group lil: smokers
with clinically healthy gingiva (n=5), Group IV. smokers with gingivitis (n=5). These
biopsies were histologically processed, stained with H&E, and examined by using
an image analyzing system (KS400) for the morphologic evaluation and
quantification of the major epithelial thickness, the base epithelial thickness and the
external and internal epithelial perimeter. The Tukey test was used for the data
analysis at a significance level of «=0.05. A greater ephitelial thickness was
observed in smokers independent of their gingival health situation, a fact that may

contribute to the decrease in the inflamatory signs.

UNITERMS: gingivae; epithelial thickness; tobacco.
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2.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA DOS LINFOCITOS
NA GENGIVITE DO FUMANTE
Prof. Cristina Cunha VILLAR*

Prof. Dr. Antonio Fernando MARTORELLI DE LIMA**

UNITERMOS: densidade otica, profundidade de sondagem, tabaco, fumo.

RESUMO

Os efeitos cumulativos deletérios do fumo na satde periodontal incluem alteragtes
biolégicas da resposta imunologica celular @ humoral com efeito imunossupressor
sistémico e prejuizo para o hospedeiro. O estudo das populacgdes celulares
presentes no tecido gengival dos pacientes fumantes pode contribuir para o
conhecimento dos mecanismos 'biolégicos locais envolvidos no desenvolvimento
da doenca periodontal. Desta forma, o objetivo deste estudo foi especificar e
quantificar as células inflamatérias encontradas na gengiva clinicamente saudavel
e na gengivite, de pacientes fumantes e nao fumantes. Foram obtidas 20 bi6psias
de tecido gengival marginal, que foram divididas em 4 grupos, de acordo com as
caracteristicas clinicas e o habito do tabagismo do doador. Grupo I: ndo fumante
com gengiva clinicamente saudavel (n=5), ll: ndo fumante com gengivite (n=5), lli:
fumante com gengiva clinicamente saudavel (n=5), V. fumante com gengivite
(n=5). Apos processamento histolégico de rotina, foram obtidos cortes de 3um que
foram utilizados nas reacdes de imuno-histoquimica para identificagdo de linfocitos

B (CD20), linfécitos T (CD3), linfocitos T citotoxicos (CD8) e macréfagos (CDES).

* Mestranda em Periodontia, Mestre em Estomatopatologia, FOP/Unicamp.
= Professor Associado, Departamento de Protese e Periodontia, Area de Periodontia, FOP/Unicamp.

44



Embora nossos resultados possam ter sido influenciados pelo tamanho da
amostra, idade dos pacientes e curto periodo de exposicdo ao tabaco,
encontramos maior numero de linfécitos T (CD3), linfécitos T citotdxicos (CD8) e
linfécitos B (CD20) nos espécimes com gengivite, entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre pacientes fumantes e nao fumantes, independente do

estado de salde.

INTRODUGAO
Os efeitos cumulativos deletérios do fumo na salde periodontal incluem alteracdes
bioldgicas da resposta imunoldgica celular e humoral, com efeito imunossupressor
sistémico e prejuizo para o hospedeiro (Meckienburg e Grossi, 2000). Entre as
alteractes imunologicas sistémicas podem ser citados o prejuizo da mobilizacéo,
guimiotaxia e fun¢éo fagocitaria dos leucécitos polimorfonucleares, a alterag@o na
proporcao de linfocitos T com diminuicdo de linfécitos helper e aumento de
linfécitos citotdxicos, e a diminuicdo da produgdo de anticorpos, principalmente
1gG2, principal imunoglobulina responsavel pela  opsonizagdo de
periodontopatégenos (Mecklenburg e Grossi, 2000). Essas alteracdes relativas ao
fabagismo permitem que 08 microrganismos escapem dos mecanismos
especificos e inespecificos de defesa, tornando maior o risco, fregliéncia e
severidade da doenca periodontal nos fumantes (Haber, 1994).

Os mecanismos imunologicos estao diretamente relacionados a patogénese
das doengas periodontais (Cole, Seymour e Pewell, 1987). Técnicas imuno-

histoguimicas aplicadas nas populagdes celulares presentes no tecido gengival,
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podem ser usadas bara distinguir as diferentes doenc¢as periodontais (Seymour et
al., 1983; Kinane, 1991) e podem indicar o segmento do sistema imune mais
envolvido nessas situacdes (Seguier et al., 1999).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi especificar e quantificar os linfocitos
B, liinfécitos T, linfocitos T citotdxicos e macréfagos na gengiva clinicamente

saudavel e na gengivite de pacientes fumantes e nao fumantes.

MATERIAIS E METODOS

Selegdo dos pacientes

Foram selecionados 20 pacientes adultos jovens (20 a 35 anos de idade), com
caracteristicas clinicas de salde gengival (indice gengival grau 0 de Lée &
Silness, 1964) ou de gengivite (indice gengival grau |l de Lée & Silness, 1964) e
indicagdo para terapia periodontal cirGrgica de finalidade protética. Os pacientes,
10 nao fumantes e 10 fumantes, foram divididos em grupos | (n=5): nao fumante
com gengiva clinicamente saudavel, Il (n=5): ndo fumante com gengivite, Il (n=5):
fumante com gengiva clinicamente saudavel, IV (n=5). fumante com gengivite
(Tabela 1). Foram considerados fumantes ” os individuos que utilizassem 10 ou
mais cigarros por dia, por no minimo 5 anos (Tabela 2).

Foram excluidos da amostra os ex fumantes, pacientes com bolsa
periodontal ou perda o¢ssea identificadas em exames clinico e radiografico,
gestantes, individuos com alteracbes sistémicas ou anormalidades imunolégicas
detectadas em exames fisicos e laboratoriais, ou que fizeram uso de quaiquer

droga nas 4 semanas que antecederam o experimento.
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Tabela 1. Informagdes clinicas correspondentes aos pacientes.

Grupo Paciente Idade Género Localizagao
| 1 32 M 13 palatina
2 23 F 36 vestibular
3 26 F 26 palatina
4 22 F 26 palatina
5 26 F 25 palatina
il 1 29 M 25 palatina
2 22 F 14 palatina
3 20 F 37 lingual
4 32 F 26 palatina
5 35 F 26 palatina
il 1 35 M 44 vestibular
2 28 F 16 palatina
3 27 M 25 palatina
4 32 M 26 palatina
5 21 F 16 palatina
v 1 30 M 25 palatina
2 35 F 25 palatina
3 34 F 46 lingual
4 22 F 16 palatina
5 28 F 17 palatina
M = masculino, F = feminino, | = pacientes ndo fumantes com satide gengival, 1l = pacientes ndo
fumantes com gengivite, Il = pacientes fumantes com salde gengival, IV = pacientes fumantes
com gengivite.
Tabela 2: Caracteristicas referentes ao habifo e consumo de cigarros.
Habito Valorde p
Grupo il (n=5) IV {n=5)
Consumo Diario 17 £ 8,37 15+ 3,54 0,59
Duracdo do Habito 9,8+£349 88+2,39 0,27
Exposicdo Total 173 £ 83,72 146 + 55,50 0,15

Ili = pacientes fumantes com saude gengival, IV = pacientes fumantes com gengivite.
Teste t de Student - considerando o nivel de 5% de significancia {p<0,05).
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Obtencdo e processamento do material

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Facuidade de
Odontologia de Piracicaba/Unicamp sob protocolo no 676/2001, de acordo com a
resolugcdo 196/96 do Conselho Nacionai de Saude/MS de 10/10/96 e todos os
participantes assinaram o termo de consentimento formal e esclarecido.

A biopsia foi obiida durante a execucdo do procedimento cirtrgico
previamente planejado e permitiu' a obtencio das amostras do tecido gengival
marginal com dimensdes minimas de 4,0 mm por 2,0 mm de diferentes regides da
cavidade bucal ® (Tabela 1). Segundo o protocolo pré cirdrgico, a anti-sepsia
intrabucal foi realizada com bochecho de digluconato de clorexidina a 0,2% por 1
minuto, a exirabucal com iodo-povidine e a técnica anestésica transcorreu

segundo a localizacao do sitio cirdrgico.

Analise imuno-histoquimica
Apés processamento histologico de rotina, foram obtidos cortes de 3,0 um que
foram utilizados na andlise imuno-histoquimica para identificacdo dos linfécitos B,
linfécitos T, linfocitos T citotdxicos e macréfagos. As reacdes foram padronizadas
para cada anticorpo a partir do protocolo abaixo descrito.

Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em cadeia decrescente
de etanol. Na seqiiéncia, os cortes foram lavados com agua oxigenada 10
volumes para remogao da peroxidase enddgena, submersos em solugéo tampéo

de acido citrico 6% e expostos a dois cicios de 12 minutos em forno de
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microondas. Na etapa seguinte, todos os cortes foram incubados com albumina
bovina a 1%, em diluicdo 1:20 por 30 minutos em tampé&o PBS para reduzir a
unido inespecifica dos anticorpos. Posteriormente, os cortes foram incubados
separadamente com os anticorpos primarios anti-CD20, anti-CD3, anti-CD8 e anti-
CD868 previamente diluidos em solugéo de PBS (Tabela 3). Apo6s a incubagao com
os anticorpos primarios, os cortes foram lavados com PBS, expostos aos
anticorpos secundarios do Kit Duet liquido em PBS 1/500 por 30 minutos, lavados
com PBS e expostos ao complexo Estreptavidina do Kit Duet diluido em PBS
1/1500 (ABC, Dakapatts, Denmark) por 30 minutos. A revelacao da reacao foi feita
com 30 mg de diaminobenzidina (SIGMA) diluida em PBS, acrescida de 1,0 ml de
agua oxigenada 20 volumes. Apos essa etapa, os cortes foram lavados e contra
corados com hematoxilina de Carazzi, submetidos a nova lavagem, desidratacao,
diafanizacao e montagem em lamina de vidro. Foram incluidos controles positivos
e negativos para todas as reagbes. Os controles negativos foram obtidos com a
omissao do anticorpo primario.

O padrao de marcacao imuno-histoquimico foi analisado individualmente em
microscopio com camara de video acoplada que permitiu a analise quantitativa
das células alvo pelo sistema de analise de imagem Kontron S 400%*. Os cortes
foram divididos em quatro regides: epitélic do suico, epitelio oral e tecido
conjuntivo subjacente. Para a quantificacdo foi utilizado aumento de 400x,

realizadas 3 leituras em campo de 0,0049 mm? e calculada a média de células

* Kontron Elekironik, Minchen, Germany
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positivas. As medias para cada regiao foram submetidas a analise estatistica pelo

teste Kruskal-Wallis ANOVA by ranks.

Tabela 3: Anticorpos primarios e suas especificidades, diluicoes e forma de digestao.

Anticorpo Especificidade Diluicdo Digestao
CD3 Linfocitos T 1:500 Acido citrico 6% em microondas
cD8 Linfocito T - citotdxico 1:100 Acido citrico 6% em microondas
CD20 Linfocitos B 1:10.000 Acido citrico 8% em microondas
CDe8 Mondcitos, macrofagos 1:400 Acido citrico 6% em microondas
RESULTADOS

As células inflamatorias foram encontradas em quantidades varidveis, sendo
grande a diferenga entre as amostras e entre as diferentes regides da mesma
amostra.

A area de maior acumuio de células inflamatorias foi o tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio do suico (Tabelas 4, 5, 6, 7) na qual o infiltrado inflamatério
era predominantemente composto por linfécitos T e B.

A marcacao imuno-histoguimica revelou a presenca de linfocitos T, células
CD3 positivas, em todas as amostras. No interior do tecido epitelial os linfocitos T
estavam presentes nas camadas basal e parabasal. De forma geral, 0 nimero de
células T presentes no tecido conjuniivo subjacente ao epitélio do suico foi maior
do que © encontrado na regido correspondente ao epitélio oral. Nao houve
diferenca estatistica entre ¢ nimero de ceélulas marcadas nos quatro grupos,
entretanto, no epitélio do sulco, os linfécitos T eram mais numerosos nas

condicdes de gengivite (Gil e GIV) (Figura 1) (Tabela 4).
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Os linfécitos T citotoxicos intra-epiteliais, células CD8 positivas, foram mais
abundantes nas condi¢ées de gengivite (Figura 2) (Gll e GIV), entretanto, néo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio do sulco e oral (Tabela 5).

Os linfocitos B, células CD20 positivas, foram encontrados em maior
quantidade no tecido conjuntivo subjacente ac epitélio do sulco. No tecido
conjuntivo subjacente aos epitélio oral e no epitélio do sulco. Houve diferenca
estatistica significativa no numero de linfocitos B nos casos de gengivite (Figura 3)
independente do habito do fumo (Tabela 6).

Os macrofagos, células marcadas pelo anticorpo anti-CD68 (Figura 4),
estiveram presentes em quantidades iguais nos 4 grupos de estudo, independente
da regido analisada, entretanto, foi encontrado maior actiimulo destas células no

tecido conjuntivo subjacente ao epitélio do sulco (Tabela 7).
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Tabela 4: Nomero de células CD3 positivas encontradas no tecido gengival de pacientes néo
fumantes (NF} e fumanies (F), portadores de saude clinica (8) e gengivite (G). Os dados
expressam as medias das contagens em 5 campos de 0,032 mm2, no epitélio oral, epitélio do
sulco e nos tecidos conjuntivos subiacentes, num aumento de 400x,

Compartimento Grupos
NF-S (n=5) NF-G (n=5) F-S (n=5) F-G (n=5)
EO 1,.00£1.00a 227117 a 220x217a 3.06+256a
TCO 495+760a 16,93 +17.26a 453+218a 11.67+10.77 a
ES 120 1,04b 3,10+ 0,96 ab 140+ 082D 520+225a
TCS 94+£791a 253+1327a 72+x1112a 194+ 8,17 a

EO= epitélio oral, TCO = tecido conjuntivo oral, ES = epitélio sulcular, TCS = tecido coniuntivo
suicular. Kruskal-Wallis (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhantes nao diferem

entre si.

Tabela 5. Ndmero de células CD8 positivas encontradas no tecido gengival de pacientes ndo
fumantes (NF) e fumantes (F), portadores de saade clinica (S) e gengivite (G). Os dados
expressam as médias das contagens em 5 campos de 0,032 mmz, no epitelio oral, epitélio do sulco
e nos tecidos conjuntivos subjacentes, num aumento de 400x.

Compartimento Grupos
NF-S {n=5) NF-G (n=5) F-S (n=5) F-G (n=5)
EOQ 0,60+ 0,28 be 1,53+ 0,90 ab 0,50+ 064c 253+x161a
TCO 1,80 1,72a 480x% 538a 200+ 1,442 627+ 6483
ES 040+ 0,37b 1,67+ 1,30 ab 1,00+ G,00b 400+ 2,322
TCS 29+ 147 a 74+ 714a 442+ 0,122 717+ 3,0t a

EQ= epitelio oral, TCO = tecido conjuntivo oral, ES = epitélio sulcular, TCS = tecido conjuntivo
sulcular. Kruskal-Waliis (p<0,05). Na linha, médias seguidas de letras semelhanies ndo diferem

entre si.
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Tabela 6. Numero de células CD20 positivas enceontradas no tecido gengival de pacientes nao
fumantes (NF) e fumantes (F), portadores de saude clinica (S) e gengivite (G). Os dados
expressam as médias das contagens em 5 campos de 0,032 mm?, no epitelio oral, epitélio do sulco

e nos tecidos conjuntivos subjacentes, num aumento de 400x.

Compartimento Grupos
NF-S (n=5) NF-G (n=5) F-8 {n=5) F-G (n=5)
EO 000z 0,002 048+ 0,38a 0,15+ 0,34 a 033+ 026 a
TCO 0,38 044 b 1,25+ 040a 0,33+ 041b 0,80+ 0,68 ab
ES 0,0+ 0,22b 0,70+ 0,45ab 040+ 042b 1,74+ 1,57 a
TCS 47+ 3,49a 31,20+ 4159 a 290x 376a 2360+ 3573 a

EO = epitélio oral, TCO = tecido conjuntivo oral, ES = epitélio sulcular, TCS = tecido conjuntivo
sulcular. Kruskal-Wallis {p<0,05). Na linha, medias seguidas de lefras semelhanies nao diferem
entre si. Na linha, meédias seguidas de letras semelhantes nac diferem entre si.

Tabela 7. Numero de células CDB8 positivas encentradas no tecido gengival de pacientes néo
fumantes (NF) e fumantes (F), portadores de salde clinica (8) e gengivite (G). Os dados
expressam as médias das contagens em § campos de 0,032 mm’, no epitelio oral, epitélio do sulco

e nos tecidos conjuntivos subjacentes, num aumento de 400x.

Compartimento Grupos
NF-S (n=5) NF-G {n=5) F-S (n=5) F-G (n=5)
EO 0,50+ 0,43 a 1,65+ 221a 020+ 0454 085 0,74 a
TCO 6,25+ 261a 6,35+ 377a 555+ 3,04a 7,70 3,56 a
ES 160+ 042a 280 190a 1,33+ 153a 288+ 284a
TCS 7.70+ 465a 13,00+ 278 a 11,12+ 3,58a 14680+ 4,83 a

EO = epitélio oral, TCO = tecido conjuntivo oral, ES = epitélio sulcular, TCS = tecido conjuntivo
sulcular. Kruskal-Wallis (p<0,05). Na linha, médias sequidas de letras semethantes n&o diferem

enire si.

DISCUSSAO

As alteragbes microbioldgicas, citotoxicas e das respostas imunologicas e
infltamatorias provocadas pelo tabagismo interferem nos sinais clinicos, na
severidade e no resultado da terapia periodontal (Harber, 1994; Mecklenburg e

Grossi, 2000). Diversos estudos tentaram determinar o efeito do tabaco nos
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tecidos periodontais, relacionando o habito do fumo com a reducao dos sinais
inflamatérios, com a maior gravidade da doenca periodontal, com o maior nimero
de dentes perdidos e com o fracasso da terapia periodontal (Arno et al.,, 1959;
Bergstrom e Floderus-Myrhed, 1983; Cuff et al., 1989; Bergstrom e Preber, 1994;
Grossi et al., 1997). Embora as evidéncias clinicas confirmem o efeito do fumo, o
mecanismo pelo qual o cigarro interfere na satde periodontai ainda permanece
desconhecido (Haber, 1994). Dentre as acbes citotdxicas dos componentes do
tabaco podem ser citados alteragdes ﬁas fungdes dos fibroblastos,
imunossupress&o e nas células imunes e Osseas (Haber, 1997; Mecklenburg e
Grossi, 2000). Anticorpos monoclonais tém sido utilizados para identificar essas
alteracbes nas diferentes formas de doencas periodontais (Seymour et al., 1983;
Kinane, 1991).

Neste estudo utilizamos a identificacao imuno-histoquimica e a quantificagao
de ceélulas imunoldgicas em amostras de tecido gengivai com salde ou gengivite
provenientes de pacientes fumantes e ndo fumantes, a fim de melhor entender os
mecanismos biolégicos locais envolvidos no estabelecimento da doenga
periodontal. Nossos resultados mostraram a presenca de macréfagos, linfocitos B,
linfécitos T e linfécitos T citotdxicos em todas as amostras. A maior concentragio
dessas células fol encontrada no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio do suico,
tanto no estado de salde clinica como na gengivite. Segundo Lindhe (1999),
essas células estariam envolvidas na manutencao da integridade e na defesa local

dos tecidos periodontais.
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Séguier et al (1999) verificaram a presenga de células inflamatérias no
interior do epitélio oral. Da mesma forma, encontramos a presenca de linfocitos T,
linfocitos T citotdxicos, linfécitos B e macréfagos no interior do epitélio oral e do
sulco, o que sugere a importancia do epitélio ndo somente como barreira
mecéanica contra antigenos, mas o seu papel imune na eliminagio de elementos
patogénicos. Segundo Bartold et al (200) o epitélio € capaz de produzir IL-2 e IL-8
em resposta ao actumulo do biofilme bacteriano.

Embora presentes no compartimento epitelial, a maior quantidade das
células inflamatérias foi encontrada no tecido conjuntivo, principalmente nos casos
de gengivite, onde o infiltrado inflamatdrio ocupou a area do colageno degradado.
A maior quantidade de linfocitos B e os linfocitos T citotdxicos nos espécimes com
gengivite {Tabelas 4, 5 e 6) pode ser explicada pelo aumento da produgéo de
interleucinas e da express&o de moléculas de adesio em resposta aos produtos
toxicos do biofiime bacteriano (Lindhe, 1999; Bartold et al, 2000). Os linfécitos T
atuam diretamente produzindo linfocinas que induzem a imunidade mediada por
células e auxiliam na diferenciac@o e proliferacdo dos linfocitos B, responsaveis
pela sintese de anticorpos especificos contra esses microorganismos (Lindhe,
1999).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre 0 nimero de macréfagos,
linfécitos B, linfocitos T e linfocitos T citotdxicos presentes na gengiva marginal de
pacientes fumantes e nao fumantes, independentemente do estado de saude
clinica. A presenca dessas células no tecido gengival € determinada e mediada

principalmente por fatores quimiotaticos e moléculas de adesdo que sdo
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produzidos pelo hospedeiro em resposta ao biofilme bacteriano (Lindhe, 1999;
Bartoid et al , 2000). Quanto maior o acumulo de placa mais pronunciado torna-se
o infiltrado inflamatorio (Bartold et al , 2000).

Os efeitos citotdxicos do fumo sdo descritos como cumulativos - em nosso
estudo a auséncia da influéncia sobre o nimero de células inflamatérias presentes
na gengival marginal pode ser explicada pela idade reduzida dos pacientes que
apresentaram no maximo 35 anos, e pelo curto periodo médio de exposicao ao

tabaco.

CONCLUSAO

O fumo exerce influéncia em diversos mecanismos bioldégicos. Embora nosso
estudo nao tenha verificado diferenga no numero de células imunes presentes nos
tecidos periodontais de pacientes fumantes e nao fumantes, a avalia¢do funcional
destas celulas e o desenvolvimento de estudos com populagfes mais adultas
podem contribuir para a melhor compreensdo da patogénese da doenca

periodontal.
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ABSTRACT

VILLAR, C.C; LIMA, A.F. M. Immunohistochemicai and morphometric analysis of
lymphocytes in smoker's with gingivitis

The deleterious effects of smoking on periodontal health, including biologic
alterations of celular and humoral immunologic response, cause systemic
immunosupressoion and prejudice to the host. The study of the cellular populations
present in smoker's gengival tissues can contribute to a better understanding of the
local biclogic mechanisms involved in periodontal diseases. Therefore, the purpose
of this study was to evaluate and quaniify the inflammatory cells present in gingival
tissues in smokers and non-smokers. 20 biopsies obtained during surgical
procedures were divided into 4 groups of 5§ speciments each. Group |; no smokers
with clinically healthy gingiva (n=5), Group Il: no smokers with gingivitis (n=5),
Group 1lI: smokers with clinically healthy gingiva (n=5), Group 1V: smokers with
gingivitis (n=5). After the rotine histologic procedures, 3um slides were obtained
for immuno-histochemical reactions in order to identify B lymphocytes (CD20), T
lymphocytes (CD3), T cytotoxic lymphocytes (CD8) and macrophage (CD68).
Although our results might have been influenced by the sample size, by the young
age of the patients and by the short time of smoking exposure, we found a higher
number of T lymphocytes (CD3), T cytotoxic lymphocytes (CD8) and B
lymphocytes (CD20) in the specimens with gingivitis. There was no difference in
relation to the number of these cells present in the marginal gengival tissues in

smokers or non smokers, independent of their clinical health status.

UNITERMS: Gingivitis. immunology: inflammation, lymphocytes, smoking
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3. CONCLUSAO

Nossos resultados permitem estrapolar as seguintes conclusdes:

1.

Os pacientes fumantes apresentaram maior espessura da base epitelial, que
foi acompanhada pelo aumento da camada cdrnea, independente do estado de
satde gengival.

A profundidade de sondagem foi maior nos dentes inferiores dos pacientes
fumantes, principalmente naqueles com gengivite.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre a densidade otica e o nivel
da crista 6ssea alveolar verificados em pacientes fumantes e nao fumantes,
independente da condigo clinica.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre o nimero de macréfagos,
linfocitos B, linfocitos T e linfécitos T citotdxicos presentes na gengiva marginal
de pacientes fumantes e nao fumantes, independentemente do estado de

satde clinica.
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
As informacdes dispostas neste termo foram fornecidas por Fernanda da
Roz Rodrigues (Executora do projeto) e Prof. Dr. Antonio Fernando Martorelili de
Lima (Orientador), para estabelecer acordo formal por escrito, através do qual o
individuo objeto da pesquisa, ou seu responsavel, autoriza sua participagdo com
plenc conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera,
com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacéo.

1 - Titulo do projeto de pesquisa: )

Avaliacdo Radiogréfica de Perda Ossea Alveolar Precoce em Pacientes Fumantes
e Ndo-Fumantes

i1 - Objetivo:

O objetivo deste trabalho sera investigar o efeito do habito de fumar sobre
a densidade da crista dssea alveolar em pacientes adultos jovens com
inflamacéo gengiv'al.

Ili- Justificativa:

Os pacientes fumantes fregqentemente apresentam doenca periodontal mais
severa e recorrente do que a observada na populagdo nao fumante. A
identificacdo precoce da doenca pode favorecer estes pacientes.

IV - Procedimentos clinicos:

Os voluntarios serdo separados em fumantes e nado fumantes a partir dos
dados obtidos em um questionario inicial.

Posteriormente sera realizado um exame clinico, no qual serao atribuidos valores
para a quantidade de placa e inflamagao gengival presentes, indice de Placa e
indice Gengival respectivamente. Bem como a Profundidade de Sondagem e Nivel
Clinico de Insercdo, que fornecem informacdes quanto ao suporte do dente. Tais
avaliagbes permitirao diagnosticar e classificar aqueles que apresentam salde
gengival e aqueles que apresentam gengivite.

A avaliagdo sera realizada nos seguintes dentes: primeiro molar superior direito,
incisiva central superior direito, primeiro pré-molar superior esquerdo, primeiro
molar inferior esquerdo, incisivo central inferior esquerdo e primeiro pré-molar
inferior direito. A Profundidade de Sondagem e o Nivel de Insercao Clinico serao
realizados com ¢ auxilio de sonda computadorizada, e sera realizada nos mesmo
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seis dentes citados anteriormente.

A seguir, serao realizadas as tomadas radiograficas digitalizadas, para
andlise da densidade 6ssea ao redor dos 6 dentes selecionados para o estudo.
V - Desconforto ou risco esperados:

O exame ira realizar procedimentos de rotina clinica para diagnéstico periodontal,
portanto, n&o ha riscos envolvidos. O desconforto proporcionado pelos exames
sera semelhante ao experimentado durante o exame odontologico de rotina,
sendo ele minimo.

VI — Beneficios esperados:

Os exames propostos permitem a identificacao precoce de eventuais lesbes
periodontais.

VIl - Métodos alternativos existentes:

Em funcdo da necessidade da obtengdo de dados clinicos e imagens
radiograficas, nao ha possibilidade de métodos alternativos.

Vil - Forma de acompanhamento e assisténcia:

Serao selecionados para o estudo pacientes que ja estdo em tratamento
odontoldgico regular na Clinica de Graduagao da FOP-UNICAMP.

IX - Direitos dos voluntarios:

Todos os voluntarios tém garantido o seu direito de receber esclarecimentos sobre
a metodologia a ser empregada, antes e durante o curso do projeto. Além disso,
todos os voluntarios tém plena liberdade de recusa de participacéo ou de retirada
do consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem
prejuizo ao seu cuidado. Os dados coletados e as informacdes pessoais sao
confidenciais para assegurar a privacidade dos participantes.

X- Liberdade de recusa:

Todos os voluntarios tém direito e liberdade de se recusar a participar ou retirar o
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao e sem
prejuizo algum.

XI- Garantia de sigilo:

Aos participantes € assegurada total privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa.

Xl — Ressarcimento de despesas e formas de indenizacgao:

N3o havera 6nus material ou financeiro para os pacientes, ndo sendo necessario
nenhum ressarcimento de despesa. No caso de eventuais danos decorrentes da
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pesquisa, as formas de indenizagéo serdo definidas judiciaimente no foro local, de
acordo com a legislacédo vigente. Eventuais despesas feitas pelos pacientes com
transporte e alimentacdo serdo devidamente ressarcidas pela executora da
pesquisa.

Dados que permitam ao voluntario entrar em contato com os pesquisadores em
caso de emergéncia

Em caso de emergéncia, os voluntarios poderdo entrar em contatc com a
pesquisadora, Fernanda Da Roz Rodrigues, através dos seguintes telefones (19}
433 6474 (residéncia) ou (19) 430 5263 (Assisténcia Social da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba - UNICAMP).

ATENCAO: A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em
caso de dlvida quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de Etica em
Pesquisa da FOP-UNICAMP. Endereco - Av. Limeira, 901 - CEP/FOP - 13414-900
- Piracicaba - SP.

Xlii ~ Consentimento formal para participacdao em pesquisa clinica:
Por este instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, que

eu, (nome),

(nacionalidade), (profissao),
portador do RG , CIC ,
residente e domiciliado a , ha
cidade de , concordo com absoluta consciéncia

dos procedimentos a que vou me submeter, nos termos relacionados nas
disposicbes anteriores. Esclareco ainda que este consentimento ndo exime a
responsabilidade do profissional que executara os procedimentos experimentais.
Por estar de acordo com o teor do presente termo, assino abaixo o0 mesmo.
Piracicaba, de de 2001.

Assinatura do voluntario ou responsavel
Assinatura do pesquisador
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As informacdes dispostas neste termo foram fornecidas por Cristina Cunha
Villar (Mestranda em Clinica Odontolégica na Area de Periodontia) e Prof. Dr.
Antonio Fernando Martorelli de Lima (Orientador), para estabelecer acordo formal
por escrito, mediante o qual o individuo objeto da pesquisa, ou seu responsavel,
autoriza sua participacdo com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos
e riscos a que se submetera, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer
coacao.

! - Titulo do projeto de pesquisa:

Anaélise imuno-histoquimica e morfométrica dos linfécitos na gengivite do fumante

il - Objetivo:

O objetivo deste estudo sera especificar e comparar a localizagao e quantificacdo
de células inflamatdrias tais como macrofagos, linfocitos B, linfécitos T, linfdcitos
CD4 e CD8, na gengiva clinicamente saudavel e na gengivite, de pacientes
fumantes e nao fumantes.

il - Justificativa:

Os pacientes fumantes apresentam alteragcdes no sistema imune primario e
secundario, e freqlientemente apresentam doen¢a periodontal mais severa e
recorrente do que a observada na populagado nao fumante. A nicotina reduz os
mecanismos de protecio, com reducao de anticorpos e leucdcitos. O estudo das
populacdes celulares presentes no tecido gengival destes pacientes contribui para
o melhor conhecimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos.

iV - Procedimentos clinicos:

As biopsias da margem gengival serdo obtidas durante a realizagao de cirurgias
de restabelecimento de espago biologico, gengivectomia, gengivoplastia, quando
estas forem indicadas. A anti-sepsia bucal sera realizada com bochecho com
digluconato de clorexidina a 0,2% por 1 minuto. A anestesia serd obtida por
infiltracdo local. Cada bidpsia sera obtida por duas incisdes verticais paralelas
unidas por uma incisdo horizontal. Apenas uma amostra sera selecionada por
paciente.

V - Desconforto ou risco esperados:

O procedimento proposto pode ocasionar desconforto pds-operatdrio inerente as
cirurgias periodontais, sendo facilmente suportado com terapia anaigésica. No
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paciente ndo sera testado nenhum tipo de material. Somente o tecido extraido
servira como objeto de estudo.

VI - Beneficios esperados:

As bibpsias somente serdo realizadas em locais indicados para cirurgia
periodontal ou exodontia. Por esta razdo, o beneficio esperado & totalmente
pertinente ao tratamento indicado.

Vil - Métodos alternativos existentes:

Em funcao da necessidade da execucéo da bidpsia da margem gengival, ndo ha
possibilidade de métodos alternativos.

VI - Forma de acompanhamento e assisténcia:

Os pacientes receberdo acompanhamento na semana poés-operatéria, sob a
responsabilidade do executor deste projeto (Cristina Cunha Viliar).

IX - Direitos dos voluntarios:

Todos os voluntarios tém garantido o seu direito de receber esclarecimentos sobre
a metodologia a ser empregada, antes e durante o curso do projeto. Alem disso,
todos os voluntarios tém plena liberdade de recusa de participagao ou de retirada
do consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem
prejuizo ao seu cuidado. Os dados coletados e as informagbes pessoais séo
confidenciais para assegurar a privacidade dos participantes.

X - Liberdade de recusa:

Todos os voluntarios tém direito e liberdade de se recusar a participar ou retirar o
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo aiguma e
sem prejuizo ao seu cuidado.

Xl - Garantia de sigifo:

Aos participantes ¢ assegurada a total privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa

Xil - Ressarcimento de despesas e formas de indenizagdo:

N&o havera énus material ou financeiro para os pacientes, ndo sendo necessario
nenhum ressarcimento de despesa. No caso de eventuais danos decorrentes da
pesquisa, as formas de indenizagao serao definidas judiciaimente no foro local, de
acordo com a legislacdo vigente. Eventuais despesas feitas pelos pacientes serdo
devidamente ressarcidas pelo executor da pesquisa.
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ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em
caso de duvida quanto aos seus direitos, escreva para © Comité de Etica em

Pesquisa da FOP-UNICAMP. Endere¢o - Av. Limeira, 901 - CEP/FOP - 13414-800
- Piracicaba — SP.

X1l - Consentimento formal para participacdo em pesquisa clinica:
Por este instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, que eu,

(nome), (nacionalidade),

(profissédo), portador do RG ,

CIC , residente e domiciliado a
. na cidade de

, concordo com absoluta consciéncia dos
procedimentos a que vou me submeter, nos termos relacionados nas disposices
anteriores. Esclareco ainda que este consentimento ndo exime a responsabilidade
do profissional que executara os procedimentos experimentais.

Por estar de acordo com o teor do presente termo, assino abaixo o mesmo.

Piracicaba, de de 2001.

Assinatura do voluntario ou responsavel

Assinatura do pesquisador

71



