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RESUMO

FELIPPINI, A.L.C. Estudo de metais pesados comumente utilizados na reabilitacdo oral:
efeitos do cobalto no epitélio adamantino, epitélio juncional, gengiva inserida e
ligamento periodontal. 2007. 95 p. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

O cobalto ¢ um dos principais componentes das ligas metalicas fundidas amplamente
utilizadas na odontologia. Ele ¢ considerado o constituinte de 45 a 70% de inimeros trabalhos
protéticos. Ha evidéncia de elementos metalicos causarem toxicidade sistémica e local. Este
trabalho teve como objetivo, avaliar os efeitos do cobalto no epitélio juncional, epitélio
adamantino, epitélio da gengiva inserida e ligamento periodontal do 1° molar superior do rato,
durante a lactacdo. Para tal, foram utilizados ratos com 1 dia de vida pds-natal, cujas maes
receberam 300mg de cloreto de cobalto por litro de agua destilada no bebedouro (grupo
tratado -T) e ratos cujas maes nao receberam CoCl, (grupo controle - C), durante toda a
lactacdo. Ao final de 21dias, os filhotes foram sacrificados com sobredosagem anestésica. As
cabegas foram separadas e fixadas em solucdo de “alfac” (4lcool 80%- 85ml, formalina —
10ml e &cido acético — 5ml) incluidas em parafina e os cortes frontais seriados foram corados
com hematoxilina e eosina. Os cortes foram focalizados ao microscépio de luz (100X),
munido de uma camara clara. Os nucleos das células dos tecidos estudados foram projetados
sobre o papel com aumento final de 1000X e 50 nucleos de cada estrutura foram contornados
com lapis preto para posterior medi¢do do didmetros maior (D) e menor (d). Uma vez
determinados os didmetros, foram estimados os seguintes parametros cariométricos: diametro
geométrico médio, relacdo entre D/d, perimetro, area, volume, relagdo entre volume e area,
excentricidade, coeficiente de forma ¢ indice de contorno. Neste trabalho também foi
utilizada uma grade impressa sobre papel. As imagens obtidas foram desenhadas sobre a
grade. A grade pode ser usada tanto para contar pontos sobre uma determinada estrutura
histologica bem como para contar intersecgdes entre duas estruturas contiguas, bastando para
180, no primeiro caso, considerar o numero de pontos que caem sobre a estrutura em estudo,
ou, no segundo caso, o nimero de vezes em que as superficies vizinhas cortam a linha curva.
Com a finalidade de se avaliar o volume citoplasmdtico, o volume celular, a relagdo
nucleo/citoplasma, a densidade numérica celular, a relagdo superficie externa/camada basal, a
espessura das camadas epiteliais e a densidade de superficie, foi utilizada ora a contagem de
pontos ora o niumero de intersecgdes e aplicados as equagdes estereoldgicas apropriadas para
cada uma dessas variaveis. Todos os dados colhidos foram submetidos a estatistica nao
paramétrica - Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os nucleos dos tecidos estudados
mostraram valores diminuidos, apds cariometria, para os diametros maior, menor ¢ médio;
volume, area, perimetro e relacdo volume/area. Estereologicamente foi possivel observar, no
epitélio juncional, epitélio adamantino e no epitélio da gengiva inserida, células menos
volumosas com citoplasma mais escasso levando a um maior nimero de células por mm> *-
tecido. O ligamento periodontal também se apresentou desorganizado e com fibras de m
tamanho. Neste estudo, o cobalto ocasionou um quadro de hipotrofia epitelial, indicando uma
acdo direta nos epitélios juncional e adamantino, epitélio da gengiva inserida bem como no
ligamento periodontal.

Palavras-chave: cobalto, periodonto, lactagao.



ABSTRACT

FELIPPINI, A.L.C. Study of heavy metals commonly used in oral rehabilitation: effects
of cobalt over adamantine epithelium, junctional epithelium, inserted gum, and
periodontal ligament. 2007. 95 p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdao Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

Cobalt is one of the main components of cast metal alloys broadly used in dentistry. It
is the constituent of 45 to 70% of numerous prosthetic works. There is evidence that metal
elements cause systemic and local toxicity. The purpose of the present study is to evaluate
cobalt effects on the junctional epithelium, adamantine epithelium, inserted gum epithelium,
and periodontal ligament of the superior first molar in rats, during lactation. To do this, 1-day
old rats were used, whose mothers received 300mg of cobalt chloride per liter of distilled in
the drinker (treated group — T) and rats whose mothers did not receive CoCl, (control group —
C), during lactation. After 21 days, the rat pups were killed with an anesthetic overdose. The
heads were separated and fixed in an “alfac” solution (80% alcohol-85ml, formaline-10ml,
and acetic acid-5ml), embedded in paraffin and stained with hematoxylin and eosin. The cuts
were viewed under a light microscope (100X) with a clear chamber. The nucleus of the
studied tissue cells were projected on paper with a final increase of 100X. Fifty nuclei from
each structure were outlined with a black pencil so that the greater (D) and smaller (d)
diameters could be measured. After determining the diameters, the following cariometric
parameters were established: mean geometric diameter, D/d relation, perimeter, area, volume,
volume/area relation, eccentricity, form coefficient, and contour index. This study also used a
grid printed on paper. The images obtained were drawn over the grid, which was used to
count points over a certain histological structure as well as to count intersections between two
contiguous structures. All that was needed, in the first case, was to consider the number of
points located over the studied structure, or, in the second case, the number of times that
neighboring surfaces cut the curve line. With the aim to evaluate the cytoplasmic volume,
cellular volume, cytoplasm/nucleus relation, cellular numeric density, external surface/basal
layer relation, the thickness of epithelial layers, and surface density, point counting was used
at times and, at others, the number of intersections was considered and applied to the
appropriate stereological equations for each variable. All the collected data were subjected to
non-parametric statistics — Wilcoxon-Mann-Whitney Test. The nuclei of the studied tissues
showed reduced values after cariometry for: greater, smaller, and mean diameter; volume;
area; perimeter; and volume/area relation. Stereologically, it was observed, in the junctional
epithelium, adamantine epithelium, and in the inserted gum epithelium, cells with less volume
and with scarce cytoplasm, which caused a greater number of cells per mm”® of tissue. The
periodontal ligament was also disorganized and with smaller fibers. In this study, cobalt
caused epithelial hypertrophy symptoms, indicating a direct action on the junctional and
adamantine epithelium, inserted gum epithelium, as well as on the periodontal ligament.

Keywor ds. cobalt, periodontium, lactation.
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O cobalto ¢ um metal pesado e ¢ um dos principais componentes das ligas metalicas
fundidas amplamente utilizadas na odontologia. Ele é considerado o constituinte de 45 a 70%
de inumeros trabalhos protéticos como coroas, proteses parciais fixas e proteses parciais
removiveis (LEGHISSA et al., 1994; FERREIRA et al., 2003).

A associacdo do cobalto com o metal cromo forma a liga cobalto-cromo. Ela ¢
utilizada para a confecgdo de estruturas metalicas de proteses parciais removiveis e proteses
parciais fixas, para a confeccdo de implantes dentais bem como de préteses fixas implanto-
suportadas (AKAL et al., 1997; RECLARU et al., 2005; HULTERSTROM & NILSSON,
1991).

A ligacao do elemento puro titdnio com o cobalto e com o cromo em dilui¢des de 3%,
75% e 22% formam a liga cobalto-cromo-titdnio (Co-Cr-Ti) e tem sido utilizada para a
confec¢do de estruturas metalicas de proteses parciais removiveis (IWAMA & PRESTON,
1997). Existem também as ligas de cobalto-cromo—molibdénio que podem ser utilizadas para
a confecgdo de restauragdes protéticas metalocéramicas (ICHINOSE et al., 2003).

O cobalto esta presente nas ligas rotineiramente utilizadas na ortodontia. Diversos
aparelhos ortodonticos fixos como bandas, braquetes, arcos, sdo confeccionados com ligas de
niquel-cobalto (FACCIONI et al., 2003; SAGLAM et al., 2004).

O cobalto bem como todas as ligas metalicas, por serem constituintes de aparelhos e
aplicagdes que entram em intimo contato com os tecidos bucais e por poderem permanecer
por muitos anos em contato com estes tecidos, devem apresentar caracteristicas que os tornem
compativeis com o sistema bioldgico e por isso s3o denominados de biomateriais. Quando um
biomaterial ocasiona poucas reagdes biologicas adversas ele pode ser considerado
biocompativel (WATAHA, 2000; FERREIRA et al., 2003; LYGRE et al., 2002).

As ligas metalicas vém sendo desenvolvidas ha mais de 15 anos e muitas questdes

ainda faltam ser respondidas a respeito dos seus efeitos biologicos (WATAHA, 2000;
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SCHMALZ et al., 1997; SCHMALZ et al., 2000).

Uma das propriedades mais relevantes de uma liga fundida é a corrosdo que ela pode
sofrer (WATAHA, 2000). O ambiente imido da cavidade bucal ¢ um meio propicio para a
ocorréncia deste fendomeno (LASSILA & VALLITTU, 1998). A interacao das ligas com os
fluidos bucais leva a ionizacdo e conseqiiente degradacdo e dissolucao de seus ions metalicos
constituintes. A acidez do ambiente (causada pelos acidos provenientes do biofilme dental,
dos alimentos ¢ do metabolismo microbioldgico) bem como as oscilagdes de temperatura do
meio bucal e a abrasdo mecanica causada pelos alimentos e mastigacdo podem aumentar a
liberagdo desses elementos (WATAHA & LOCKWOOD, 1998; FACCIONI et al., 2003;
SUZUKI, 1995).

Os metais liberados podem penetrar nos tecidos bucais moles e duros, atingir o trato
gastrointestinal via saliva para ser absorvido pelo intestino, além de poder atingir todo o corpo
através de seu transporte pela linfa e sangue (FERREIRA et al., 2003; BONDA et al., 2001).
Assim sendo, a cavidade bucal é o primeiro contato dos produtos metalicos da corrosdo que
podem, entdo, circular localmente bem como se disseminar sistemicamente. Alguns estudos
demonstram que os ions metalicos penetram na membrana celular plasmatica, ligam-se a
proteinas ou enzimas celulares e modulam a expressdo de citocinas sendo assim mediadores
de respostas adversas locais e de respostas teciduais remotas (CATELAS et al., 2003;
CATELAS et al., 2005).

A toxicidade local (adjacente a liga) € um risco maior ja que os tecidos locais sdo
expostos a maiores concentragdes de ions metalicos (WATAHA 2000; LYGREH et al.,
2002). A resposta bioldgica para os elementos liberados depende do elemento liberado, da
quantidade liberada bem como da duragao da exposi¢ao aos tecidos.

O interesse pela quantidade de ions metalicos liberados pelas ligas odontologicas bem

como seus efeitos vém crescendo (FACCIONI et al., 2003; PETIT et al., 2005). Estudos sobre
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a interacdo destes metais com doencas bucais sdo de grande interesse por parte dos
pesquisadores e clinicos (BONDA et al., 2001). Antes da utilizagdo de materiais para uso
clinico ¢ importante a realizagdo de testes bioldgicos para assegurar o contato destes com os
tecidos do corpo (STANFORD, 1986).

Avaliagdes das propriedades bioldgicas dos materiais vém sendo realizadas através de
culturas de osteoblastos, macrofagos, fibroblastos e outros tipos celulares (CATELAS et al.,
2003; CATELAS et al., 2005; PETIT et al., 2005; PETIT et al., 2006), no entanto, ha poucos
relatos na literatura sobre os efeitos dos metais constituintes das ligas metalicas odontoldgicas
nas células epiteliais da mucosa bucal que estariam em contato direto com estes materiais.
Segundo Ferreira et al. (2003), técnicas histologicas constituem ferramentas tteis para avaliar
os efeitos adversos dos biomateriais metalicos em roedores, ou seja, a analise da totoxicidade
de sais metalicos constitui a base para determinar a biocompatibilidade das ligas
odontologicas (SCHMALZ et al., 2000). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos do cobalto em epitélios do periodonto de protecao e no ligamento periodontal de ratos,

durante a lactagao.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Absor ¢éo de cobalto

Durante a prenhez e lactacdo ocorre um aumento na demanda de minerais essenciais
para suprir as necessidades da mae e dos filhotes, sendo, portanto, o periodo no qual as ratas
estdo mais suscetiveis a intoxica¢do pelo cobalto. O aumento da absor¢do de cobalto neste
periodo estd associado ao aumento no tamanho e superficie do trato gastrointestinal
(CAMPBELL & FELL, 1964; BOYNE et al., 1966). Além disto, o consumo de agua pelas
ratas ¢ aumentado de 3 a 5 vezes durante a lactacdo, desta forma, com o aumento da absor¢ao
gastrintestinal, hd um aumento no acumulo de cobalto no corpo (BHATTACHARYYA et
al.,1982; BHATTACHARYYA et al., 1986). O consumo didrio de agua por ratas gravidas
pode atingir valores de 110 a 140 mL/Kg (SZAKMARY, 2001).

Segundo Lauwerys & Lison (1994), o cobalto ¢ absorvido pelos tratos gastrointestinal
e pulmonar. A taxa de absor¢cdo depende da solubilidade dos compostos de cobalto em meio
bioldgico. A taxa de absorcdo oral pode variar entre 5% e 45% e a absorcao através da pele ¢
considerada insignificante. O cobalto ¢ captado por todos os tecidos sendo que as
concentragdes mais altas sdo encontradas no figado. Uma vez absorvido pelo trato
gatrointestinal e respiratorio, o cobalto ¢ predominantemente excretado pela urina na
proporc¢ao de 80% e em torno de 15% através das fezes. A eliminagdo ¢é caracterizada por uma
fase rapida de poucos dias seguida por uma fase lenta que pode durar anos. A presenga de
cobalto no sangue e na urina ¢ indicativa de recente exposi¢cdo ao metal.

Experimentos realizados com ratos demonstraram que quando 6xido de cobalto ¢
inalado por instilagdo intratraqueal (1,5 pg/g) o metal fica retido no pulmao por periodo
relativamente longo, com meia-vida de, aproximadamente, 15 dias, constatando que a
absorc¢do pulmonar ¢ lenta para este composto. (RHOADS & SANDERS, 1985 apud ALVES

& DELLA ROSA, 2003). Na analise de concentragdo de cobalto em tecidos pulmonares de
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trabalhadores expostos ao metal na forma de poeira metéalica encontrou-se uma média de 1010
nug de Co/Kg de peso umido, sendo que, em pulmdes de individuos ndo expostos, a média
determinada foi de 5,2 pg de Co/Kg (HARTUNG et al., 1982 apud ALVES & DELLA
ROSA, 2003).

Edel et al. (1994), realizaram um estudo no qual ratos foram tratados com 50 ng de
cobalto por dia através da agua do bebedouro durante 109 dias. Os autores avaliaram a
distribuicdo do metal nos diferentes 6rgdos bem como sua distribuicdo intracelular. Os
resultados demonstraram que as maiores concentracdes do metal estavam presentes no
intestino grosso, figado, rim seguidos pelo pancreas, bago, coragdo e as menores
concentragdes encontradas na pele. Quanto a distribuicdo intracelular, as maiores
concentragdes foram observadas nos lisossomos seguidos pelos nucleos, mitocondrias e
microssomos.

Lewis et al. (1992) constataram uma média de 0,7 pg/dL de cobalto no fluido
amnidtico de mulheres entre a 16" ¢ a 18" semana de gestagido devido a exposi¢do prévia ao
metal. Szakmary (2001) relatou que apds a administragdo oral de 100 mg/Kg de cloreto de
cobalto para ratas no periodo gestacional, foi constatada a presenca de cobalto no sangue
materno, atingindo os maiores valores (1000 pg/L) apds duas horas da administragcdo. A
concentragdo de cobalto no sangue ¢ dependente da dose administrada, ou seja, ela aumenta
na propor¢ao da dose fornecida.

Kincaid et al. (2003), ao avaliarem a presenca de cobalto no sangue, figado e leite de
vacas antes e apoOs o parto, constataram ser o figado o principal sitio armazenador. Dentro do
figado, ele foi distribuido entre todas as fragdes subcelulares: citoplasma, mitocondria,
microssomo, lisossomo e nucleo. Os autores observaram uma diminui¢do na concentracao do
metal no sangue e figado de todas as vacas durante a lactagdo, isto devido a secrecdo e

armazenamento de cobalto no leite. Constataram também que a idade do animal afetou esta



19

concentragdo, sendo que, 0s animais mais novos apresentaram as maiores concentragdes com
concomitante declinio da absor¢ao gastrointestinal nos animais mais velhos.

A injecdo subcutanea de 15mg/Kg de cloreto de cobalto em ratas Wistar fémeas com 8
semanas de vida, ocasionou, uma hora depois da administra¢do, um pico de 7 ppm de cobalto
no sangue periférico. A excrecao de cobalto na urina apresentou um padriao muito parecido ao
do sangue periférico, entretanto, o pico ocorreu em 3 horas e a sua concentragdo atingiu
valores de 300 a 550 ppm sendo que o total de cobalto excretado dentro de 24 horas foi de
580ug, correspondendo a aproximadamente 25% do total injetado (HORIGUCHI et al.,

2004).

2.2 Cobalto no leite materno

O leite ¢ uma forma natural de nutrientes para o recém-nascido. O colostro deve
possuir todas as demandas metabolicas do recém-nascido durante os trés primeiros meses de
vida, disponibilizando carboidratos, proteinas, vitaminas ¢ minerais (WAPPELHORST et al,
2002; ROSSIPAL et al., 2000) importantes para o bom crescimento dos tecidos bem como
para a maturacdo e funcionamento de véarios sistemas enzimaticos do filhote (BIEGO et al.,
1998). A ocitocina ¢ um horménio produzido no hipotalamo e € o responsavel por estimular a
contracdo das células mioepiteliais através da qual o leite é expelido da glandula mamaria
(SCHROEDE et al., 1977). Estudos realizados com células isoladas das glandulas mamarias
de ratas lactantes mostraram que a ligacdo do hormonio ocitocina nos seus sitios receptores &
potencializada pela presenga do metal cobalto. A agdo do cobalto consiste no aumento da
afinidade dos sitios receptores para a ocitocina, mas ndo aumenta a quantidade de sitios
disponiveis para a ligacdo (PEARLMUTTER & SOLOFF, 1979).

Segundo Rossipal & Krachler (1998), o recém-nascido consome diariamente de 150 a
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180 mL de leite por quilograma (Kg) de peso corporal, satisfazendo assim as suas
necessidades caloricas. Deficiéncias em minerais durante este periodo podem interferir no
desenvolvimento dos filhotes. Em contraste, a presenca desses elementos metalicos em altas
concentragdes ou a presenca de micro-poluentes metalicos e toxicos inclusive em baixas
concentragdes, pode acarretar alteragdes celulares e manifestagdes clinicas nos recém-
nascidos. Os efeitos do metal dependem do nivel e da duragdo da exposi¢cao (BIEGO et al.,
1998).

A ingestao diaria de elementos minerais (através de alimentos e bebidas) pelas maes
influencia na concentragdo destes elementos no leite materno (ROSSIPAL & KRACHLER,
1998). O consumo de alimentos por ratas gravidas atinge valores de 1010 a 1200 J/Kg de peso
corporal (SZAKMARY, 2001). A ingestdo diaria de cobalto pelas mies pode atingir valores
de 31,5ug a+48,3ug (WAPPELHORST et al., 2002).

Ao realizar um estudo com amostras de leite humano, Rossipal & Krachler (1998)
encontraram uma média de 1,35 pg de cobalto no colostro (periodo do 1° ao 3° dia de
lactacdo), 1,64 ug no leite maturado (periodo do 42° ao 60° dia de lactagdo) e 2,96 pg no
periodo do 97° ao 293° dia de lactacdo, demonstrando um aumento na concentragdo do metal
durante a lactagdo. A intensificagdo na absor¢do intestinal propicia uma maior disponibilidade
do elemento para a glandula mamaria e conseqiientemente aumenta a sua concentragdo no
leite materno.

Pesquisa realizada com maes entre a 38* e a 40* semana de gestacdo demonstrou que
80% do cobalto presente no sangue materno foi transferido para o colostro e 60% estava
presente no sangue do feto, comprovando que o cobalto atravessou o epitélio da glandula
mamaria bem como a placenta (ROSSIPAL et al., 2000).

Amostras de leite humano obtidas no periodo compreendido entre a 3% e a 68* semana

de lactagdo apresentaram em média 0,85ug de cobalto/L. comprovando a presenga do
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elemento no leite sendo proveniente de alimentos e bebidas consumidos pelas maes

(WAPPELHORST et al., 2002).

2.3 Efeitos do cobalto

Segundo Parr & Taylor (1964), ha um grande interesse por parte dos pesquisadores em
determinar as concentra¢des de ions metalicos nos tecidos humanos e de animais bem como o
padrdo no qual essas concentragdes podem se tornar maléficas e causadoras de doengas.

Durante as décadas de 60 e 70, a utilizagdo industrial e o consumo de cobalto e seus
compostos aumentou a taxa de 2-5 % ao ano (ELINDER & FRIBERG, 1986).

Shankar & Bard (1955) ao realizarem um estudo no qual cobalto (Co ) foi adicionado
a um meio de cultura de células de Clostridium perfringens, os autores encontraram como
resultados que a inibicdo do crescimento celular bem como a alteragdo na morfologia celular
ocorriam na propor¢do em que a concentragdo do metal aumentava. Os autores observaram
que a toxicidade do metal era dependente do numero de células presentes no meio de cultura,
além disso, também constataram que o cobalto era capaz de estimular a fermentagdo latica
induzindo a quebra da glicose em acido latico.

Blundell & Wild (1969) relataram que o cobalto inibiu o crescimento de bactérias
Escherichia coli ao serem incubadas em concentragdes de 0,03 mmol/L de cloreto de cobalto.
Inicialmente, ocorreu uma inibi¢do na sintese protéica e de RNA. Durante a incubagdo foi
constatada a presenga de trés espécies de particulas que continham RNA, mas eram mais
rapidamente degradadas pela ribonuclease do que os ribossomos. Os RNAs destas particulas
diferiam nas propriedades de sedimentacdo e sugeriu-se que poderiam ser precursores de
ribossomos, espécies correspondentes ao RNA de transferéncia e RNA ribossomal. Estes

resultados demonstraram que o cobalto alterou o maquinario de sintese protéica.
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Segundo Smith (1970), o cloreto de cobalto, em concentragdes superiores a 8§ mmol/L
e na presenga de O,, produz hemdlise significante em suspensdes de células vermelhas do
sangue. A hemolise favorece o acumulo de metemoglobina (formada pela oxida¢do do grupo
heme da hemoglobina de Fe** para Fe’) no fluido extracelular. Horiguchi et al (2004)
demonstraram que a inje¢do subcutanea de cloreto de cobalto em ratos Wistar fémeas com 8
semanas de vida foi letal com doses de 20mg/Kg. A administracdo de doses de 15 mg/Kg
ocasionou uma coloracdo marrom-escura na urina coletada das ratas. Histologicamente, foi
possivel observar que os capilares glomerulares estavam repletos de células vermelhas do
sangue, cujas formas estavam destruidas e menos distinguiveis quando comparadas ao grupo
controle, sugerindo que as células sofreram hemolise e ficaram estagnadas nos capilares
glomerulares. A microscopia eletronica também comprovou a deformacdo das células
vermelhas e presenga de hemoglobina condensada na Capsula de Bowman. Os resultados
demonstram que o cobalto induziu hemolise das células vermelhas, liberacdo de hemoglobina
e formagao de metemoglobina que, sendo excretada na urina, levou a ocorréncia da coloragao
marrom-escura.

Estudos experimentais em que suinos foram submetidos a concentra¢des de 0,1 mg/m’
e 1,0 mg/m’ de poeiras de cobalto (metal puro) no ar ambiente (6 horas/dia, 5 dias por semana
durante 6 meses) mostraram alteragdes nos eletrocardiogramas dos animais indicando a
presenga de algum tipo de anormalidade funcional (KERFOOT et al., 1975 apud ALVES &
DELLA ROSA, 2003). Estudos realizados em animais tratados com administracao diaria de
cobalto na alimentagdo mostraram que apds 16-24 semanas havia um aumento significativo
na concentragdo do metal no miocardio em relagdo a um grupo controle que ndo havia
ingerido cobalto (HAGA et al., 1996 apud ALVES E DELLA ROSA, 2003).

Matteis & Gibbs (1977) relataram que o cobalto inibiu a sintese de proteinas hémicas

do figado. Os autores constataram que apds a injecao subcutanea de 256 umol/Kg de cloreto
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de cobalto em ratos ocorreu um rapido declinio na atividade de sintese € no metabolismo de
enzimas envolvidas nas reacdes de formagdo de proteinas hémicas. Yoshida et al. (1986)
demonstraram que a admininstragdo subcutanea de 250 umol/Kg de cloreto de cobalto em
ratos Wistar machos e fémeas induziu a atividade enzimatica da heme oxigenase hepatica com
concomitante declinio do citocromo P-450. Isto ocorreu ja que, a referida enzima ¢
responsavel pelo consumo do anel heme integrante da estrutura molecular das enzimas que
constituem o citocromo P-450. Além disso, foi também constatado um aumento na atividade
das enzimas ornitina descarboxilase (ODC) hepatica e renal. Sabendo que a ornitina
descarboxilase ¢ uma enzima que estd envolvida no controle do crescimento celular ¢ na
resposta a estimulo toxico e hormonal, os autores levantaram, entdo, a hipotese de que a acao
do cobalto sobre esta enzima poderia estar relacionada aos efeitos citotoxicos do metal no
figado e rim.

Latunde-Dada et al. (2004) constataram que a administragdo de cobalto para ratos em
doses de 65, 125 e 250 umoles/Kg resultou em aumento significante na absor¢do de ferro
intestinal bem como em aumento na expressdo da heme-oxigenase-1 e da proteina 1
reguladora de ferro (enzimas responsaveis pela degradacdo de heme e pelo fluxo de ferro,
respectivamente). Segundo os autores, o aumento na absor¢do de ferro intestinal,
provavelmente, seja devido, a, além da alteragdo na expressao da proteina 1 reguladora de
ferro, a altera¢do na biossintese de heme bem como a simulagdo de condi¢gdes de hipoxia nos
tecidos que o metal provoca ao estabilizar a degradagdo do fator indutor de hipoxia (HIF -ov).

Giovannini et al. (1978) realizaram um estudo utilizando ratos Wistar pesando de 300
a 350g e coelhos pesando de 3,0 a 3,5 Kg. Uma Unica inje¢do intramuscular contendo 250
umol/Kg de cloreto de cobalto foi aplicada nos animais. O cobalto provocou aumento
significante do hematdcrito com diminui¢do da proteinemia e componente y-globulina. Niveis

+ + y . ~ . . J A
de Na' e K' plasmatico ndo mostraram mudangas significantes apos trés horas, no entanto, o
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conteudo urinario desses eletrdlitos diminuiu no mesmo periodo. Pigmentos escuros
apareceram na urina dos coelhos depois de 1 hora do tratamento com cobalto.

Segundo Merritt et al. (1984), o cloreto de cobalto, em concentracdes de 0,25 a 50 ug
adicionadas a 5 ml de sangue de rato, acarretou ligacdes do cobalto com leucdécitos e células
vermelhas bem como com proteinas, especialmente a albumina. A albumina € a proteina mais
abundante do sangue e do fluido tecidual. O fato do metal se ligar a albumina significa que o
complexo metal-proteina pode ser amplamente distribuido pelo corpo bem como intimeras
reagdes com este complexo podem ocorrer.

A administragdo de um suplemento alimenticio para vacas, entre o 38° ¢ o 105° dia
pos-parto, proporcionando 0,3 ppm de cobalto por dia para o grupo controle ¢ 2,5 ppm para o
grupo tratado, ndo acarretou diferengas na producdo de leite e nem em alteragdo de peso entre
os dois grupos (SCHINGOETHE et al., 1984).

Sais de cobalto foram dissolvidos na dgua e administrados em ratas e coelhas prenhas
e os efeitos do metal foram avaliados nas maes e nos respectivos fetos. O cobalto do sangue
materno atravessou a placenta aparecendo no fluido anminidtico e sangue fetal. Nenhuma
alteracdo no peso bem como nenhuma alteracdo histopatoldgica foi encontrada nas maes
tratadas quando comparadas ao grupo controle, entretanto, o metal provocou retardo no ganho
de peso corporal, retardo esquelético, anomalias e malformagdes nos olhos, rim, cranio,
espinha dorsal e anomalias no sistema urogenital dos fetos. Apds o nascimento, os filhotes
foram avaliados e estavam menores que os do grupo controle. Houve um atraso de 24 horas
na abertura dos olhos, atraso no desenvolvimento da audigdo bem como na erup¢do dos
incisivos dos recém-nascidos (SZAKMARY et al., 2001).

Injecdo subcutinea de cloreto de cobalto em ratos, mostrou inibir a mineraliza¢do do
esmalte dos incisivos dos animais. Embora a morfologia dos varios tipos de ameloblastos nao

tenha sido afetada, o cobalto interferiu na captacdo de célcio pelas células do 6rgdo do
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esmalte e na sua distribuicdo nas membranas celulares e granulos secretorios dos
ameloblastos secretérios (SALAMA et al., 1989).

A exposicao a poeira contendo cobalto ocorre em todas as suas fases de manipulacao
indo desde a produgdo do pd para ser incorporado a liga até a sinterizacdo (PAYNE, 1977).
Exposicdo a uma quantidade excessiva de cobalto pode ter efeitos deletérios no corpo
humano. Cardiomiopatia, perda de audigdo progressiva e atrofia do nervo Optico foram
relatados em trabalhadores de industrias de metais pesados depois de excessiva ingestdo oral
de cobalto (LAUWERYS & LISON, 1994; HORIGUCHI et al., 2004).

Kusaka et al. (2001) relataram que a exposi¢cdo ao cobalto pode produzir diferentes
tipos de reagdes que afetam tanto o trato respiratério superior como também a arvore
bronquica pulmonar. No trato respiratorio, observam-se a inflamacao da nasofaringe ou rinite
alérgica, além de asma (SHIRAKAWA et al., 1988; WILK-RIVARD et al., 1982; LISON et
al., 1996). Estes efeitos ocorrem como resultado de agdo irritativa de particulas contendo
cobalto ou por intermédio de reagdes mediadas imunoldgicas. Shirakawa et al. (1988)
identificaram uma IgE especifica contra um complexo de cobalto em trabalhadores com
diagnéstico de asma bronquica levando-se a crer que esse tipo de efeito estaria associado a
uma resposta alérgica ao cobalto.

Estudos de genotoxicidade, realizados em trabalhadores de refinarias de cobalto,
utilizando biomarcadores de efeito como a dosagem de 8-hidroxiguanosina na urina, que
reflete dano inicial ao DNA, revelaram aumento da 8-hidroxiguanosina apenas em
trabalhadores expostos ao cobalto que possuiam o habito de fumar levando a hipotese de que
o risco de cancer pulmonar seria maior para este grupo. A propriedade de potencializar a
mutagenicidade e carcinogenicidade de agentes genotdxicos € uma caracteristica do cobalto
(DE BOECK et al., 2000; BEYERSMANN, 2002 apud ALVES & DELLA ROSA, 2003).

Niveis elevados de cobalto e cromo foram encontrados na saliva e raspagem
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(esfregago) de lingua em pacientes usudrios de proteses parciais removiveis em liga de
cobalto-cromo (STENBERG, 1982 apud HENSTEN-PETTERSEN, 1992). Segundo Hensten-
Pettersen (1992) ligas metalicas podem causar reacdes de hipersensibilidade. Os sintomas
clinicos podem variar com o aparecimento de lesdes intra-orais, extra-orais, urticaria e lesoes
eczematosas.

Hildebrand et al. (1989) (apud HENSTEN-PETTERSEN, 1992), avaliando 139 casos
publicados de reagdes adversas ocorridas em usuarios de proteses parciais removiveis,
constatou sintomas locais como gengivite ¢ estomatite em 99 pacientes, reagdes de pele
eczematosas (33 pacientes) e reagdes adversas em locais distantes em 10 pacientes.

Pacientes com suspeita de alergia ao metal podem apresentar lesdes tanto sistémicas
como locais, na mucosa ou na derme. De 275 pacientes, 92 apresentaram reagdes alérgicas ao
cobalto, sendo 31 homens e 61 mulheres (SUZUKI, 1995). Lygre (2002) relatou que de 196
pacientes entre os anos de 1995 a 1997, 37 apresentaram dermatite alérgica de contato a ligas
de cobalto-cromo. Segundo o autor, esta resposta positiva se deve ao fato dos metais
realizarem ligagdes estdveis com proteinas formando um complexo que € visto como “corpo
estranho” pelo sistema imunolégico. Vamnes et al. (2004) relataram que de 182 pacientes, 25
(13,7%) apresentaram resposta positiva ao teste de contato alérgico ao cobalto. Segundo
Saglam et al. (2004), a prevaléncia de alergia ao cobalto foi encontrada em 9,76 % (sendo
7,27 % em mulheres, 14,81 % em homens) dos pacientes que eram portadores de aparelhos
ortodonticos fixos contendo cobalto em sua constituigao.

Culturas de células de epitélios gengivais foram expostas a concentragdoes de 0,05
mmol/L a 50 mmol/L de cloreto de cobalto (24 horas para cada concentra¢do). Nenhuma
célula sobreviveu apds exposi¢do a 50 mM do metal. Em concentragdes inferiores, foi
possivel constatar uma maior liberacdo de PGE; bem como de IL-6 e IL-8 pelas células dos

tecidos estudados (SCHMALZ et al., 2000).
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Alguns autores acreditam haver relagdo entre a presenga de liquen plano na mucosa
bucal e a exposi¢do ao cobalto, j4 que ions do metal foram encontrados nas biopsias dos
tecidos patoldgicos (BONDA et al., 2001).

Fibroblastos de ratos foram utilizados para avaliar os efeitos de diferentes ligas
metalicas odontoldgicas sobre a viabilidade celular em termos de integridade da membrana,
atividade metabolica e funcional bem como morfologia e potencial de proliferacdo. O cobalto
apresentou ser citotoxico em altas concentragdes, entretanto, em baixas concentragdes, ele
acentuou a proliferacdo e o metabolismo celular (HOPP et al., 2003).

Segundo Kocadereli et al. (2000), os metais s3o liberados dos braquetes e arcos
durante os primeiros 4 ou 5 meses de terapia ortodontica sendo absorvidos pelos pacientes
com distribuicdo sistémica. Os autores relatam que a quantidade de metal mensuravel liberada
dos aparelhos ortodonticos em amostras de saliva ou sangue ¢é significantemente baixa,
entretanto, ndo descartam a hipotese de que mesmo concentragdes nio elevadas possam ser
suficientes para induzir efeitos bioldgicos importantes nas células da mucosa bucal. Mockers
et al. (2002) descrevem que os produtos de corrosdo de aplicagdes ortoddnticas podem causar
efeitos bioldgicos adversos como glossite, sangramento, inflamacgao e hipertrofia gengival que
ndo sdo clinicamente distinguidas da gengivite de etiologia bacteriana. Estes efeitos devido
aos produtos de corrosdo podem estar associados a citotoxicidade dos materiais metalicos.
Faccioni et al. (2003) realizaram um estudo in vivo através do qual avaliaram os efeitos do
cobalto nas células epiteliais da mucosa bucal de pacientes portadores de aparelhos
ortodonticos fixos. Embora os niveis de ions liberados dos aparelhos ortoddnticos ndo sejam
toxicos na ingestao didria, eles sdo capazes de induzir danos ao DNA das células da mucosa
bucal, tais como quebra do DNA que leva a uma diminui¢do na capacidade de reparo destas
células.

Cations metalicos bivalentes como o Co”" podem alterar a estrutura do DNA o que faz
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dos ions, potentes moduladores da fungdo do DNA. Metais com forte afinidade por base
perturbam a ligacdo de hidrogénio entre pares de bases assim desestabilizam a forma B do
DNA estabilizando formas estruturais alternativas. Os cations metalicos ligam-se
preferencialmente as regides GC do que regides AT. O sitio N7 da guanina € reconhecido
como um importante sitio de interagao do metal (DUGUID et al., 1993; GAO et al., 1993). A
condensagdo do DNA ¢é importante para a sua fungdo de transmitir e proteger a informagao
genética. Segundo Deng & Bloomfield (1999), in vitro, a condensagdo pode ser induzida pela
adicao de agentes condensadores em solu¢des aquosas de DNA. As interagdes especificas
dependem da estrutura do agente condensador. Compostos de Co™ precipitam o DNA em
altas concentragoes, eles condensam o DNA devido a forte interag@o eletrostatica entre DNA
e cations multivalentes.

Suspensdes metalicas da liga de cobalto-cromo-molibnénio (Co-Cr-Mo) contendo
375ml/L de cobalto foram injetadas subcutaneamente em ratos (0,5 mM a cada 72 horas por
30 dias) e os resultados mostraram alteracdes histologicas, histoquimicas e
imunohistoquimcas no bago como ocorréncia de hipercromia e metalose, danos teciduais com
mudangas de caracteristicas dentro da capsula e medula, alteragdes das células B, levando a
possiveis comprometimentos do sistema imunologico e mecanismo de defesa do organismo
(FERREIRA et al., 2003)

Cultura de macréfagos de ratos foram expostas a concentragdes de 0 a 10 ppm de
cloreto cobalto (CoCly) e os resultados demonstraram que o cobalto induziu a secre¢dao de
citocina TNF-o (uma das primeiras a serem estimuladas durante a cascata inflamatoria),
ocasionou fragmentacdo de DNA em oligonucleosomos ¢ induziu morte celular sendo que a
dose de 10ppm provocou mortalidade de 25% e 48% das células em 24 e 48 horas
respectivamente (CATELAS et al., 2003). Catelas et al. (2005) avaliaram o grau de apoptose

e necrose celular induzida pelo cobalto utilizando, novamente, cultura de macrofagos de ratos
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expostas as concentragdes de 0 a 10 ppm de CoCl,. As células expostas a baixas
concentragdes do metal (0-6 ppm) revelaram um baixo grau de mortalidade. Em contraste, em
altas concentracdes (8-10 ppm), a apoptose celular ocorreu dentro de 24 horas. Depois de 48
horas, houve um aumento na taxa de necrose ¢ declinio concomitante na porcentagem de
apoptose. As duas formas de morte celular puderam ocorrer simultaneamente e o grau de
mortalidade dependeu, entdo, da concentracdo de ions bem como da duragdo da exposicao,
mas comprovou a capacidade do metal de induzir danos celulares.

O cobalto induziu a oxidagdo de proteinas citoplasmaticas bem como a nitragcdo de
proteinas (formagdo de nitrotirosina) em macroéfagos humanos expostos ao metal. A nitragdo
de residuos de tirosina ¢ um processo biologico associado ao NO e as espécies reativas de
oxigénio. A oxidacdo bem como a nitracdo das proteinas podem estar associadas aos efeitos

citotoxicos do cobalto (PETIT et al., 2005; PETIT et al., 2006).



3. PROPOSICAO
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Foram objetivos do presente trabalho:

e cstudar histopatologicamente as alteragcdes ocorridas nas estruturas do epitélio
juncional, epitélio adamantino, gengiva inserida e ligamento periodontal do rato, durante a

lactacdo, cujas maes receberam cloreto de cobalto na 4gua do bebedouro;

e avaliar quantitativamente tais alteragcdes, empregando-se técnicas morfométricas e

estereoldgicas adequadas.



4. MATERIAISE METODOS
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4.1 Animais etratamento

Foram utilizados Rattus norvegicus (variedade albinus) - Wistar machos a partir do
primeiro dia de vida pds-natal, os quais foram divididos em dois grupos:

e Grupo Tratado: cinco filhotes escolhidos ao acaso de ninhadas de 10 lactantes, cujas
maes receberam 300mg de cloreto de cobalto por litro de 4gua destilada no bebedouro,
durante a lactagao.

e Grupo Controle: cinco filhotes também escolhidos aleatoriamente, cujas maes

receberam somente dgua no bebedouro, durante a lactagdo.

4.2 Técnica de disseccao e técnica histolégica

Apds o periodo experimental (21 dias) os filhotes foram sacrificados pela
sobredosagem anestésica (inje¢do de Hypnol a 3%). As cabegas foram separadas dos corpos e,
imediatamente, imersas em solu¢do fixadora de “alfac”, contendo alcool 80% - 85ml,
formalina -10ml e acido acético-5ml, onde permaneceram durante 24 horas a temperatura
ambiente, de acordo com a técnica descrita por GOMES et al. (1990). Seqiiencialmente, o
material foi imerso em solugdo de citrato de sdédio 20% e acido férmico 30% em partes iguais
para descalcificagio (MORSE, 1945). Depois de fixadas e desidratadas, as cabecas foram
desarticuladas; o palato foi seccionado em planos frontais, ao nivel dos dentes primeiros
molares, e incluido em parafina. Foram obtidos cortes seriados, com intervalo de 10 sec¢des,
e espessura de 6 pm, os quais foram corados com hematoxilina e eosina.

Com a finalidade de se avaliar quantitativamente as alteragdes celulares ocorridas no
epitélio juncional, epitélio adamantino, epitélio da gengiva inserida e ligamento periodontal

dos ratos, foram utilizadas técnicas cariométricas e estereoldgicas adequadas.
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4.3 Morfometria (Cariometria)

Para a obtengdo dos diametros maior (D) e o menor (d) dos nicleos das células dos
tecidos estudados, os cortes foram focalizados ao microscopio de luz JENAMED com
objetiva de imersao (100X), munido de uma camara clara JENA.

Os nucleos foram projetados sobre o papel com aumento final de 1000X. As imagens
obtidas, sendo 50 para cada estrutura estudada, foram entdo, contornadas com lapis preto
nimero 2, tomando-se o cuidado de considerar somente as imagens bem definidas.
Posteriormente, mediu-se o eixo maior (D) e o menor (d) dessas imagens empregando-se uma
escala milimetrada.

Uma vez determinados o didmetro maior (D) e o menor (d) e mediante a utilizagdo de
um software, foram estimados os seguintes parametros cariométricos (SALA et al., 1994):

a) Diametro geométrico médio: M = (D.d)”

b) Relagdo entre o diametro maior e didmetro menor: D/d
c¢) Perimetro: P = (7/2) . [1,5. (D+d) - M]

d) Area: A =n.M%4

e) Volume: V=6"'.1n.M?

f) Relagdo entre o volume ¢ a area: V/A=2/3. M

g) Coeficiente de forma: F=4. 1. A/ P?

h) Indice de contorno: I =P/A *

i) Excentricidade: E = (D+d)”. (D-d)"*/D
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4.4 Estereologia

Neste trabalho foi utilizada uma grade impressa sobra papel (idealizada por MERZ,

1968), onde foram realizados os desenhos.
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Figura 1. Representacdo grafica da grade idealizada por Merz (1968).

Essa grade consiste em um quadrado de 14400 um?, o qual limita uma area teste
contendo um sistema de 100 pontos marcados sobre 10 linhas sinuosas, formadas por uma
sucessdo de 10 semicirculos encadeados por linha, conforme indica a figura 1. Cada distancia
entre dois pontos mede 12,40 um e o comprimento do semicirculo ¢ de 18,79 um, para
desenhos com aumento de 1000X.

Os cortes foram focalizados ao microscépio de luz com objetiva de 100X, munido de
camara clara. As imagens obtidas foram desenhadas sobre a grade.

A grade de MERZ pode ser usada tanto para contar pontos sobre uma determinada
estrutura histoldgica, como para contar intersec¢des entre duas estruturas contiguas, bastando
para isso, no primeiro caso, considerar o numero de pontos que caem sobre a estrutura em
estudo, ou, no segundo caso, o numero de vezes em que as superficies vizinhas cortam a linha

curva.
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Com a finalidade de se avaliar a relacdo nucleo/citoplasma, a densidade numérica
celular, a relagdo superficie externa/camada basal, o volume citoplasmatico ¢ o volume
celular, a espessura das camadas epiteliais estudadas e a densidade de superficie, foi utilizada
ora a contagem de pontos (2000 por animal, correspondentes ao produto de 20 campos
microscopicos por 100 pontos da grade), ora o nimero de intersecgdoes e aplicados as
equagdes estereologicas apropriadas para cada uma dessas variaveis.

Para a avaliagdo da rela¢dao nucleo/citoplasma, dos volumes relativos citoplasmaticos e
celulares, dos volumes celulares e citoplasmaticos e das densidades numéricas das fibras do
ligamento periodontal foi feita a contagem de pontos e aplicada as equagdes estercoldgicas

apropriadas para cada uma das variaveis.

a) Relacdo Nucleo/Citoplasma (N/C)

A relagdo nucleo/citoplasma ¢ dada pela relagdao entre os volumes relativos do nucleo

e do citoplasma, expressa pela equacao:

N/C = Yvn

Vveit

Os volumes relativos foram determinados pelo numero de pontos que incidem sobre as
estruturas consideradas, em relagdo ao numero total de pontos contidos na area teste
(DELESSE, 1848; CHALKLEY, 1943; WEIBEL, 1969).

Na verdade, o valor assim obtido é uma sobrestimagdo do valor real, devido ao
chamado “efeito Holmes” (WEIBEL, 1969), o qual decorre do uso de cortes histolégicos com
espessura finita. Essa sobrestimacdo pode ser corrigida, levando-se em consideragdo o

tamanho da estrutura envolvida e a espessura do corte histoldégico. Dessa forma, a seguinte
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equagao foi proposta (HENNIG, 1957) para a corre¢do do efeito Holmes, considerando os

nucleos como esferas de didmetro médio D e sendo T a espessura do corte:

Vvn

Vve= ——
1=3T/2D

Nessa expressdao Vve ¢ a fracdo volumétrica corrigida dos nucleos e Vvn € a fragdo
volumétrica observada, calculada pela divisdo do numero de pontos que incidem sobre os
nucleos, pelo numero total de pontos que recaem sobre o nucleo e sobre o citoplasma. O valor
do didmetro médio (D) ¢ o mesmo ja determinado previamente, com o emprego da
cariometria.

A relacdo nucleo/citoplasma corrigida sera entio:

Vve

N/C corrigida =
1-Vve

sendo 1 - Vvc a fragdo volumétrica citoplasmatica corrigida (Vvcit).

b) Densidade Numérica Celular (Nv)

A densidade numérica das células epiteliais, que corresponde ao nimero de células por
mm? de tecido, foi determinada dividindo-se o volume relativo (Vv) das células em questao,

pelo volume celular médio (Vceel) (SALA et al., 1992):

Nv = (Vv / Veel). 10°
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O fator 10° ¢ usado para expressar os resultados em nimeros por mm?, uma vez que,

os volumes médios das células estdo expressos em pm? (10°pum’= 1 mm?).

¢) Relagdo Superficie Externa/ Camada Basal (V/S)

Para determinacdo desta relacdo, foi contado o niimero de vezes em que ocorreu a
intersec¢ao da linha-teste com a interface que se desejava estudar (ceratina ou conjuntivo).
A relacdo V/S ¢ dada pela equacio:
P.L
V/S =
4.1
onde P ¢ o nimero de pontos que recaem sobre o epitélio, I o nimero de intersecgdes da

linha-teste com a interface considerada e L o comprimento da linha-teste determinada pela

relacdo:

onde d ¢ a distancia entre dois pontos contiguos, marcados sobre a linha-teste.
O fato de o volume epitelial (Vep) ser constante para cada campo, torna possivel
estabelecer uma relacdo direta entre areas das superficies das duas interfaces correspondentes

ao mesmo volume padrao:

IK / Vep = IK

Ict/ Vep Ict

onde IK e Ict sdo nimeros de intersec¢des da linha-teste com a interface epitélio/ceratina e

epitélio/conjuntivo, respectivamente.
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A relagdo V/S foi invertida para obter a relacao IK / Ict ao invés de Ict / IK.
d) Volume Citoplasmatico ¢ Volume da Célula Epitelial (Vct e Vcel)

O volume citoplasmatico (Vct) foi estimado a partir do volume nuclear e da relagao
nucleo/citoplasma (N/C) corrigida, ja avaliados. A soma dos volumes nuclear e citoplasmatico
médios, por sua vez, forneceu o valor estimado para a célula epitelial “média” (SALA et al.,
1992).

O volume citoplasmatico ¢ dado pela relagao:

Vn

Vet =
N/C corrigida

O volume da célula epitelial, por sua vez, ¢ fornecido pela equagao:
Vcel = Vn + Vet

e) Espessura Média do Epitélio (E)

A espessura das camadas epiteliais (E) das estruturas estudadas foi estimada mediante

o método de WEIBEL (1969):

Pe.L
2 (IK + Ict)
onde Pe ¢ o nimero de pontos que ficaram sobre o epitélio, L o comprimento da linha-teste,
IK e Ict foram o niimero de intersecgdes das linhas-teste com a interface epitélio/ceratina e

com a interface epitélio/conjuntivo, respectivamente.
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f) Densidade de Superficie (Su)

A densidade de superficie representa a superficie de um componente tecidual por
unidade de volume do tecido. Esse parametro foi estimado pelo método estereologico de
TOMKEIEFF (1945), segundo o qual a densidade de superficie de um componente (Su) €
proporcional ao niimero de intersec¢des (li) das linhas-teste com a superficie estimada e

inversamente proporcional ao comprimento das linhas-teste (Lt):

2.1
Su =
Lt

O método acima descrito foi utilizado para estimar as densidades de superficie das

estruturas estudadas de animais dos grupos controle e tratado.

g) Volume Relativo (Vv)

Com a finalidade de se avaliar percentualmente as estruturas do periodonto,

empregou-se a técnica de CHALKEY (1943), cuja formula €:

Vv = (Pn+ Pct)/ Pt

onde Pn sdo os pontos contados sobre o nucleo da estrutura, Pct sdo os pontos sobre o

citoplasma e Pt sdo os pontos totais.

h) Volume Relativo Nuclear (Vvn)

O volume nuclear relativo ¢ dado pela formula:
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Vvn = Pn / (Pn+Pct). [2M/(2M+31)]

onde Pn e Pct sdo respectivamente, o numero de pontos que coincidiram sobre o nucleo e
sobre o citoplasma das células das estruturas estudadas; M ¢ o didmetro nuclear médioe t ¢ a

espessura do corte histologico.

1) Volume Relativo Citoplasmatico (Vvct)

O volume relativo citoplasmatico ¢ dado pela formula:

Vvct=1-Vvn

onde Vvn ¢ o volume relativo nuclear.

45 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados deste trabalho, foi utilizado teste nao-
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. Para os diversos célculos matematicos envolvidos
nos estudos morfométricos e estereologicos, foram utilizados diversos programas para
computador do tipo IBM-PC, em linguagem BASIC AVANCADO (BASICA), elaborados
pelos Profs. Drs. Geraldo Maia Campos e Miguel Angel Sala Di Matteo, do Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto -

USP.



5. RESULTADOS
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5.1 Peso cor poral

O peso corporal dos filhotes de ratas tratadas com cobalto durante a lactagao foi menor
significantemente (30,74 g) quando comparado aos dos filhotes de maes controles (34,86 g)

(Tabela 1).

5.2 Histopatologia

Grupo Controle

Com 21 dias de vida pds-natal, o rato controle apresentou o 1° molar superior quase
todo erupcionado (Figura 2). Foi possivel observar o epitélio juncional em formagao, que ¢ do
tipo pavimentoso estratificado constituido pelas camadas basal e espinhosa, e na sua porcao
mais externa, o epitélio adamantino, sendo mais delgado e constituido por células cuboidais
(Figuras 3 e 4).

A gengiva inserida mostrou-se bem constituida com as camadas basal, espinhosa,
granulosa e cornea bem evidentes (Figuras 3 e 5).

O ligamento periodontal apresentou fibras inseridas ao osso alveolar, estando bem

constituidas e seus ntcleos, evidentes e volumosos (Figuras 4 € 6).

Grupo Tratado

O 1° molar superior do rato tratado com cobalto, aos 21 dias de vida pods-natal, ndo
havia irrompido (Figura 7) ou irrompeu parcialmente a mucosa bucal (Figuras 8).

Em maior aumento, foi possivel observar que o epitélio juncional estava reduzido e
desorganizado e o epitélio adamantino estava em plena fungdo, mas constituido de células

mais achatadas (Figuras 9 ¢ 10). O epitélio da gengiva inserida apresentou-se mais delgado
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(Figuras 9 e 11) e no ligamento periodontal foi possivel observar fibras desorganizadas e

espago periodontal reduzido (Figura 10 e 12).

Tabela 1- Médias dos pesos corporais (em gramas) dos filhotes controles (C) e tratados (T) com
cobalto durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon - Mann - Whitney.

C T

35,50 30,30
33,70 31,70
37,80 30,40
35,10 29,80
32,20 31,50

X X
34,86 30,74
Ucal= 0* Ucal= 0*

plU=0,004  p|U[= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Figura 2. Aspecto histologico mostrando dente 1° molar superior erupcionado do rato controle. H.E.
(100X).
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Figura 3. Aspecto histologico da crista gengival do rato controle, observar o epitélio juncional (E.J.) e
na sua por¢ao mais externa o epitélio adamantino (E.A.) além do epitélio da gengiva inserida (G.L.).
H.E. (600X).
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Figura 4. Aspecto histologico do epitélio juncional (E.J.) e epitélio adamantino (E.A.) além do
ligamento periodontal (L.P.) do rato controle. H.E. (600X).

e e — z
— A —

Figura5. Aspecto histologico da gengiva inserida (G.1.) do rato controle. H.E. (1000X).
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Figura 6. Aspecto histologico das fibras periodontais e tecido conjuntivo vascularizado do ligamento
periodontal (L.P.) do rato controle. H.E. (1000X).
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Figura 7. Aspecto histologico mostrando dente 1° molar superior ndo erupcionado do rato tratado com
cobalto. H.E. (100X).
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Figura 8. Aspecto histologico mostrando dente 1° molar superior parcialmente erupcionado do rato
tratado com cobalto. H.E. (100X).
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Figura 9. Aspecto histologico mostrando a crista gengival do rato tratado com cobalto, observar o
epitélio juncional e epitélio adamantino pouco desenvolvido (*) e o epitélio da gengiva inserida (G.1.)
mais delgado. H.E. (600X).
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Figura 10. Aspecto histologico do epitélio juncional rudimentar (E.J.), epitélio adamantino mais
achatado (E.A.) e ligamento periodontal (L.P.) reduzido do rato tratado com cobalto. H.E. (600X).
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Figura 11. Aspecto histoldgico da gengiva inserida (G.1.) mais delgada do rato tratado com cobalto.
H.E. (1000X).
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Figura 12. Aspecto histologico do ligamento periodontal (L.P.) do rato tratado com cobalto. Observar
as fibras periodontais desorganizadas e espago periodontal reduzido. H.E. (1000X).

5.3 Morfometria (Cariometria)

a) Epitélio Juncional

Analisando-se a Tabela 2, observa-se que os valores médios dos didmetros maior,

menor ¢ médio dos nucleos da camada basal do epitélio juncional dos ratos controles foram

iguais a 9,38 um, 6,92 um e 8,02 um, respectivamente, maiores que os dos ratos tratados com
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cobalto, que foram iguais a 5,80um, 4,33um ¢ 4,88um. O confronto estatistico efetuado
mostrou significancia (p< 0,01) entre os dados dos dois grupos de animais.

A relagao D/d foi igual a 1,31 no grupo tratado e 1,38 no grupo controle. O teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney ndo mostrou significancia no confronto efetuado (Tabela 2).

Da analise da Tabela 3, foi possivel verificar que os valores médios para volume, area,
perimetro e relagdo V/A dos nucleos das células basais dos ratos controles foram maiores
(276,32um3 , 50,93um2, 25,79um e 5,35), respectivamente, quando comparados aos dos
animais tratados com cobalto: 63,87;,tm3 s 19,02um2, 15,63um e 3,26. O confronto estatistico
mostrou significancia em todos os parametros analisados (p <0,01).

Quando se analisou a forma dos nucleos das células basais, verificou-se que os
parametros coeficiente de forma e indice de contorno mostraram-se semelhantes entre os
animais dos grupos controle e tratado, isto é: 0,95 e 0,96 para o coeficiente de forma e 3,63 e
3,61 para o indice de contorno (Tabela 4). O valor da excentricidade foi maior no controle
(0,62) quando comparado ao tratado (0,51) apresentando significancia (p < 0,01).

Da andlise da Tabela 5, pode-se observar que houve diferenca estatistica significante,
em nivel de 1%, para as comparagdes dos nucleos da camada espinhosa do epitélio juncional,
entre os grupos controle e tratado, respectivamente para os seguintes parametros: didmetro
maior (9,11um e 5,64pum), diametro menor (6,67um e 4,12um) e diametro médio (7,77um e
4,79um), sendo que para os trés parametros as médias foram menores para o grupo tratado.
Ainda na Tabela 5, ¢ possivel observar que a relagdo didmetro maior/ didmetro menor, para os
animais dos dois grupos estudados, foi semelhante.

No grupo controle, foi possivel observar valores maiores para volume (252,64um’),
area (47,85um?), perimetro (24,99um) e relagio V/A (5,20) quando comparados aos valores

encontrados para o grupo tratado com cobalto: 60,60um’, 18,35 pm?® 15,46pm e 3,19,
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respectivamente (Tabela 6). Os valores para excentricidade, coeficiente de forma e indice de

contorno foram semelhantes nos dois grupos estudados (Tabela 7).

b) Epitélio Adamantino

Analisando-se a Tabela 8, observou-se que os valores para os diametros maior, menor
e médio dos nucleos do epitélio adamantino do grupo controle foram iguais a 8,10um,
6,17um e 7,04 pm respectivamente, maiores que os do grupo tratado com cobalto, que foram
iguais a 5,50 um, 3,98um e 4,66pum. O confronto estatistico efetuado mostrou significancia
(p<0,01) entre os dados dos dois grupos de animais. O teste de Wilcoxon -Mann-Whitney ndo
mostrou significancia (p<0,01) no confronto efetuado para a relagdao D/d.

Da analise da Tabela 9, foi possivel verificar que os valores médios para volume, area,
perimetro e relacdo V/A dos nucleos do epitélio adamantino dos ratos controles foram
maiores (188,60um’, 39,35um?, 22,55um e 4,70) respectivamente, quando comparados aos
dos animais tratados: 57,18me3 , 17,49um2, 15,04um e 3,11. O confronto estatistico mostrou
significancia em todos os parametros analisados (p<0,01).

Quando se analisou a forma dos nucleos do epitélio adamantino, verificou-se que os
parametros utilizados ndo mostraram diferenca (p<0,01) entre os animais dos grupos controle
e tratado, isto é: 0,58 ¢ 0,61 para a excentricidade, 0,96 ¢ 0,95 para o coeficiente de forma e

3,62 e 3,64 para o indice de contorno (Tabela 10).

¢) Gengiva inserida

Da analise da Tabela 11, pode-se observar que houve diferenga estatistica significante,

em nivel de 1%, para as comparagdes dos nucleos das células basais do epitélio da gengiva
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inserida, entre os grupos controle e tratado, respectivamente para os seguintes parametros:
diametro maior (9,66 um e 5,54 um), diametro menor (6,39 pm e 4,16 um) e didmetro médio
(7,84 um e 4,77 um), sendo que para os trés parametros as médias foram maiores para o
grupo controle. Ainda na Tabela 11, foi possivel observar que a relagdo diametro maior/
didmetro menor foi maior no controle (1,53), quando comparado ao tratado 1,38 (p<0,05).

Da andlise da Tabela 12, foi possivel verificar que os valores médios para volume,
area, perimetro e relacdo V/A dos nucleos das células basais dos ratos controles foram
maiores (262,22um’, 48,88 um?, 25,52 um e 5,22), respectivamente, quando comparados aos
dos ratos tratados com cobalto: 59,74 um3 18,19 umz, 15,37ume 3,18. O confronto estatistico
mostrou significancia em todos os parametros analisados (p<0,01).

A analise da forma dos nucleos mostrou valores diferentes para a excentricidade sendo
de 0,73 e 0,55 respectivamente, para os grupos controle e tratado (p<0,01). Os valores para o
coeficiente de forma foram semelhantes para os dois grupos (0,93 e 0,95) e os valores para o
indice de contorno foram de 3,68 para o grupo controle e 3,64 para o grupo tratado, sendo a
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 13).

Analisando-se a Tabela 14, observou-se que os valores médios para os didmetros
maior, menor ¢ médio dos nucleos das células espinhosas do epitélio da gengiva inserida dos
ratos controles foram iguais a 9,38um, 7,15um e 8,17um respectivamente, maiores que os dos
ratos tratados, que foram iguais a 6,00um, 4,43um e 5,14um. O confronto estatistico efetuado
mostrou significancia (p<0,01) entre os dois grupos de animais.

A relacdo D/d foi maior (1,37) no rato tratado quando comparada a do rato controle
(1,33). O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney ndo mostrou significancia no confronto efetuado
(Tabela 14).

Da analise da Tabela 15, foi possivel verificar que os valores para volume, area,

perimetro e relacdo V/A dos ntcleos das células espinhosas do grupo controle foram maiores
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(299,33um’, 52,90 um?, 26,13um e 5,45), respectivamente, quando comparados ao grupo
tratado com cobalto: 74,15 ;,Lm3 , 21,02um2, 16,51 um e 3,42. O confronto estatistico efetuado
mostrou significincia em todos os parametros analisados (p<0,01). Quando se analisou a
forma dos ntcleos dessas células, verificou-se que os parametros utilizados ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significantes entre os animais dos grupos controle e tratado, isto ¢:
0,60 e 0,60 para a excentricidade, 0,97 ¢ 0,96 para o coeficiente de forma e 3,61 e 3,63 para o

indice de contorno (Tabela 16).

d) Ligamento periodontal

Da analise da Tabela 17, pode-se observar que houve diferenca estatistica significante
para as comparagdes dos nucleos das fibras periodontais, entre os grupos controle e tratado,
respectivamente para os seguintes parametros: didmetro maior (8,14um e 5,71um), didmetro
menor (5,14um e 4,23um) e didmetro médio (6,44um e 4,89um) sendo que, para os trés
parametros, as médias foram maiores para o grupo controle.

A relacdo D/d foi maior (1,61) no rato controle quando comparada a do rato tratado
(1,39). O teste de Wilcoxon - Mann - Whitney mostrou significancia (p<0,01) no confronto
efetuado (Tabela 17).

Da analise da Tabela 18, foi possivel verificar que os valores para volume, area,
perimetro e relacdo V/A dos ntcleos das fibras periodontais dos ratos controles foram maiores
(113,75um’, 32,81pum?, 23,22um e 3,42), respectivamente, quando comparados aos dos ratos
tratados com cobalto: 64,04um3 , 19,07um2, 15,75um e 3,26. O confronto estatistico mostrou
significancia em todos os parametros analisados (p<0,01).

Quando se analisou a forma dos ntcleos das fibras periodontais, verificou-se que os

parametros analisados foram significantemente diferentes (p<0,01) entre os animais dos
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grupos controle e tratado, isto ¢: 0,74 e 0,57 para a excentricidade, 0,77 e 0,95 para o

coeficiente de forma e 4,07 e 3,64 para o indice de contorno (Tabela 19).

Tabela 2- Valores cariométricos médios dos nticleos das células da camada basal do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactacao.

Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor  Diametro médio Relacao D/d
(um) (um) (um)

C T C T C T C T
9,82 5,92 7,00 4,88 8,23 5,36 1,45 1,23
9,40 5,24 7,12 3,92 8,16 4,50 1,34 1,38
8,72 6,12 6,60 4,44 7,56 5,19 1,34 1,41
9,36 5,32 6,68 4,12 7,87 4,66 1,43 1,31
9,60 6,36 7,20 4,28 8,29 4,70 1,34 1,24

X X X X X X X X
9,38 5,80 6,92 4,33 8,02 4,88 1,38 1,31

Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal=6"
p/U= 0,004 p/U= 0,004 plU= 0,004 plU=0,111

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Néo significante

Tabela 3- Valores cariométricos médios dos nticleos das células da camada basal do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactacao.

Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume (pm?) Area (um?) Perimetro (um) Relagdao V/A
C T C T C T C T
299,55 84,10 53,69 22,90 26,65 17,02 5,49 3,58
290,69 49,24 52,68 16,08 26,10 14,51 5,44 3,00
228,89 74,38 45,08 21,27 24,22 16,73 5,04 3,46
258,98 55,52 48,88 17,34 25,43 14,92 5,25 3,11
303,51 56,10 54,32 17,53 26,56 14,96 5,53 3,13
X X X X X X X X
276,32 63,87 50,93 19,02 25,79 15,63 5,35 3,26
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p|U= 0,004 p/Ul= 0,004 p|U= 0,004 plUl= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Tabela 4- Valores cariométricos médios dos nucleos das células da camada basal do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagao.
Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de indice de Contorno
Forma

C T C T C T
0,63 0,49 0,94 0,98 3,66 3,58
0,62 0,54 0,96 0,95 3,61 3,64
0,58 0,61 0,96 0,95 3,61 3,64
0,64 0,52 0,95 0,97 3,65 3,61

0,64 04 0,96 0,97 3,61 3,59
X X X X X X
0,62 0,51 0,95 0,96 3,63 3,61
Ucal= 1* Ucal=6"™ Ucal=7"
p|UJ= 0,008 plU= 0,111 p|UJ= 0,155

(*) Estatisticamente significante para p < 0,01
(") Nao significante

Tabela 5- Valores cariométricos médios dos niicleos das células da camada espinhosa do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactacao.
Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor Diametro médio Relagdo D/d
(um) (um) (nm)
C T C T C T C T
9,32 5,88 7,08 3,96 8,10 4,80 1,34 1,50
8,56 5,40 6,36 3,76 7,36 4,47 1,36 1,48

8,80 6,16 6,38 4,80 7,76 5,41 1,29 1,30
9,36 5,44 6,12 4,28 7,55 4,81 1,56 1,30
9,52 5,32 6,92 3,80 8,07 4,48 1,41 1,43
X X X X X X X X
9,11 5,64 6,67 4,12 7,77 4,79 1,39 1,40
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p|U= 0,004 p[U= 0,004 p/U= 0,004 p/U= 0,421

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Nio significante
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Tabela 6- Valores cariométricos médios dos nucleos das células da camada espinhosa do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactag@o.
Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume (um?) Area (um?) Perimetro (um) Relagdo V/A

C T C T C T C T
288,13 59,65 52,12 18,28 25,92 15,64 5,50 3,20
212,97 48,73 42,82 15,93 23,6 14,55 4,90 2,98
248,779 85,63 47,56 23,25 24,75 17,32 5,17 3,61
231,09 59,78 45,11 18,32 24,62 15,35 5,03 3,20
282,21 49,24 51,62 15,99 26,05 14,46 5,38 2,98

X X X X X X X X
252,64 60,6 47,85 18,35 24,99 15,46 5,20 3,19
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p/U= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01

Tabela 7- Valores cariométricos médios dos nticleos das células da camada espinhosa do epitélio
juncional do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagao.
Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Indice de Contorno
Forma
C T C T C T
0,60 0,66 0,96 0,93 3,62 3,67
0,61 0,62 0,96 0,94 3,62 3,67
0,57 0,50 0,97 0,97 3,60 3,61
0,74 0,52 0,93 0,97 3,69 3,61
0,62 0,63 0,95 0,95 3,64 3,65

X X X X X X
0,63 0,59 0,96 0,95 3,63 3,64
Ucal=12" Ucal= 12" Ucal= 11™
p|UJ= 0,500 p|UJ= 0,500 p|U= 0,421

(") Néo significante
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Tabela 8- Valores cariométricos médios dos nucleos das células do epitélio adamantino do 1° molar
superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon -

Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor Diametro médio Relagdo D/d
(nm) (nm) (nm)

C T C T C T C T
8,68 6,44 6,24 432 7,35 5,26 1,40 1,52
8,48 5,16 6,56 3,40 7,42 4,17 1,33 1,55
8,04 5,76 5,52 4,80 6,64 5,24 1,48 1,23
7,16 5,00 5,96 3,60 6,51 422 1,22 1,42
8,12 5,16 6,56 3,80 7,28 4,41 1,25 1,38

X X X X X X X X
8,10 5,50 6,17 3,98 7,04 4,66 1,34 1,42

Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal=7"™

p/UJ= 0,004 p/U= 0,004 p/Ul= 0,004 p/U= 0,155

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Nao significante

Tabela 9- Valores cariométricos médios dos nucleos das células do epitélio adamantino do 1° molar
superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon -

Mann- Whitney.

Volume (pm?3) Area (um2) Perimetro (um) Relagdo V/A

C T C T C T C T
212,67 79,20 42,73 21,99 23,62 17,10 4,90 3,50
218,16 38,85 43,54 13,76 23,78 13,62 4,95 2,78
156,62 79,61 34,87 21,96 21,52 16,66 4,43 3,49
148,82 40,52 33,62 14,14 20,69 13,63 4,34 2,82
206,75 47,73 41,97 15,58 23,15 14,18 4,86 2,94

X X X X X X X X
188,6 57,18 39,35 17,49 22,55 15,04 4,7 3,11

Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
plUl= 0,004 p/UJ= 0,004 p/UJ= 0,004 p/UJ= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Tabela 10- Valores cariométricos médios dos nucleos das células do epitélio adamantino do 1° molar
superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon -
Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Indice de Contorno
Forma
C T C T C T
0,67 0,70 0,95 0,93 3,63 3,67
0,53 0,71 0,96 0,93 3,62 3,69
0,69 0,41 0,94 0,98 3,66 3,59
0,41 0,63 0,98 0,95 3,59 3,64

0,62 0,6 0,98 0,95 3,59 3,63
X X X X X X
0,58 0,61 0,96 0,95 3,62 3,64
Ucal=9™ Ucal=8"™ Ucal=6"™
plUI= 0,274 plU= 0,210 plUI= 0,111

(") Nao significante

Tabela 11- Valores cariométricos médios dos nucleos das células da camada basal do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor Diametro médio Relagao D/d
(nm) (nm) (nm)

C T C T C T C T
10,16 6,00 6,92 4,84 8,36 5,36 1,48 1,26
9,08 5,44 5,80 4,20 7,25 4,75 1,57 1,33
9,08 5,04 6,20 4,12 7,48 4,54 1,49 1,25
9,12 5,36 6,20 3,72 7,49 4,44 1,5 1,48
10,88 5,88 6,84 3,92 8,60 4,77 1,61 1,56

X X X X X X X X
9,66 5,54 6,39 4,16 7,84 4,77 1,53 1,38

Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 3**

p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**)Estatisticamente significante para p< 0,05
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Tabela 12- Valores cariométricos médios dos nucleos das células da camada basal do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume (um?3) Area (um?) Perimetro (um) Relagdo V/A
C T C T C T C T
316,28 82,44 55,54 22,75 27,10 17,12 5,58 3,58
204,70 58,12 41,63 17,94 23,68 15,25 4,83 3,17
224,79 51,27 4433 16,43 24,25 14,45 4,99 3,03
224,34 47,42 44,36 15,68 24,33 14,41 4,99 2,96
341,01 59,46 58,56 18,13 28,24 15,60 5,73 3,18
X X X X X X X X
262,22 59,74 48,88 18,19 25,52 15,37 5,22 3,18
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p/UJ= 0,004 p/UJ= 0,004 plU= 0,004 p|U= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01

Tabela 13- Valores cariométricos médios dos nucleos das células da camada basal do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Indice de Contorno
Forma
C T C T C T
0,71 0,43 0,94 0,97 3,66 3,60
0,76 0,51 0,93 0,96 3,69 3,62
0,70 0,45 0,94 0,97 3,66 3,60
0,71 0,66 0,94 0,94 3,67 3,66
0,76 0,68 0,92 0,92 3,71 3,70
X X X X X X
0,73 0,55 0,93 0,95 3,68 3,64
Ucal= 0* Ucal=6" Ucal= 4%**
p[U= 0,004 p/U=0,111 p[U= 0,048

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**) Estatisticamente significante para p< 0,05
(") Ndo significante
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Tabela 14- Valores cariométricos médios dos nuicleos das células da camada espinhosa do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor Diametro médio Relagdo D/d
(pm) (pm) (pm)
C T C T C T C T
9,56 6,92 6,96 5,04 8,13 5,88 1,39 1,40
9,56 5,48 7,00 4,32 8,16 4,86 1,38 1,28

9,68 6,24 7,40 4,40 8,44 5,22 1,33 1,45
8,28 5,36 6,72 4,32 7,45 4,80 1,24 1,25
9,84 6,00 7,68 4,08 8,67 493 1,30 1,49
X X X X X X X X
9,38 6,00 7,15 4.43 8,17 5,14 1,33 1,37
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 8™
p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,210

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Nio significante

Tabela 15- Valores cariométricos médios dos nuicleos das células da camada espinhosa do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume (pm?3) Area (um?) Perimetro (um) Relagdo V/A

C T C T C T C T
286,29 108,08 52,21 27,27 26,15 18,95 5,42 3,92
288,87 61,63 52,56 18,69 26,20 15,46 5,44 3,24
319,16 76,85 56,20 21,61 26,99 16,88 5,63 3,48
225,84 59,72 44,20 18,28 23,64 15,27 4,97 3,20
346,48 64,46 59,31 19,26 27,67 16,01 5,78 3,29

X X X X X X X X
293,33 74,15 52,9 21,02 26,13 16,51 5,45 3,42
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p/U= 0,004 p/Ul= 0,004 p/Ul= 0,004 p/Ul= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Tabela 16- Valores cariométricos médios dos nuicleos das células da camada espinhosa do epitélio da
gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a
lactacdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de indice de Contorno
Forma
C T C T C T
0,65 0,60 0,96 0,95 3,63 3,64
0,66 0,56 0,96 0,97 3,62 3,59
0,59 0,63 0,97 0,94 3,61 3,65
0,54 0,50 0,98 0,98 3,58 3,59
0,55 0,68 0,97 0,94 3,60 3,66
X X X X X X
0,60 0,60 0,97 0,96 3,61 3,63
Ucal=12"™ Ucal=8" Ucal= 8"
p/Ul= 0,500 p/U=0,210 p/U=0,210

(") Nao significante

Tabela 17- Valores cariométricos médios dos nucleos das fibras do ligamento periodontal do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Diametro maior Diametro menor Diametro médio Relagdo D/d
(nm) (nm)

C T C T C T C T
8,28 5,76 4,88 4,00 6,33 4,77 1,72 1,47
8,08 5,52 5,44 4,48 6,61 4,95 1,51 1,26
8,16 6,56 5,16 4,56 6,46 5,43 1,6 1,48
8,28 5,32 5,20 3,96 6,53 4,56 1,62 1,39
7,92 5,40 5,00 4,16 6,27 4,72 1,60 1,33

X X X X X X X X
8,14 5,71 5,14 4,23 6,44 4,89 1,61 1,39

Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*

p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p/U= 0,004 p/U= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Tabela 18- Valores cariométricos médios dos nucleos das fibras do ligamento periodontal do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume (ums3) Area (um?2) Perimetro (um) Relagdo V/A
C T C T C T C T
104,99 59,02 31,76 18,10 23,34 15,51 3,25 3,18
125,64 65,80 34,40 19,48 23,31 15,78 3,63 3,30
114,84 86,63 33,02 23,44 23,28 17,67 3,44 3,62
118,73 51,80 33,77 16,59 23,59 14,69 3,47 3,04
104,55 57,19 31,10 17,72 22,59 15,11 3,33 3,15
X X X X X X X X
113,75 64,09 32,81 19,07 23,22 15,75 3,42 3,26
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 6™
plUl= 0,004 plUl= 0,004 p/UJ= 0,004 p|Ul=0,11

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Néo significante

Tabela 19- Valores cariométricos médios dos nucleos das fibras do ligamento periodontal do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados com cobalto (T) durante a lactagdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Excentricidade Coeficiente de indice de Contorno
Forma
C T C T C T
0,79 0,62 0,74 0,94 4,16 3,67
0,70 0,45 0,80 0,97 3,98 3,60
0,73 0,65 0,77 0,94 4,06 3,67
0,75 0,58 0,77 0,95 4,07 3,64
0,75 0,54 0,77 0,96 4,06 3,62
X X X X X X
0,74 0,57 0,77 0,95 4,07 3,64
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 0*
p/Ul= 0,004 p/Ul= 0,004 p/Ul= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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5.4 Estereologia

5.4.1 Epitélio juncional e epitélio adamantino

5.4.1.1 Volume citoplasmatico

A média do volume citoplasmatico das células da camada basal do epitelio juncional
mostrou-se menor (128,95 um®) nos animais tratados em relagdo aos animais controle (448,40
um’) (Tabela 20). O mesmo ocorreu quando se analisou o volume citoplasmatico das células
da camada espinhosa da mesma regido (Tabela 21). Nestas, o valor médio foi de 226,18 pm’
para o grupo tratado e para o grupo controle foi de 510,49 pum’. Em ambos os casos, 0
confronto estatistico mostrou significancia para p<0,01.

O volume citoplasmatico das células do epitélio adamantino do 1° molar superior do
filhote tratado com cobalto foi menor (115,16 pm’) quando comparado ao do controle

(305,09um’). Esta diferenga foi significante (p<0,01) (Tabela 22).

5.4.1.2 Volume celular

A média dos valores dos volumes celulares das células da camada basal do epitélio
juncional mostrou-se menor (190,72 pm’®) no grupo tratado quando comparada ao do grupo
controle (719,63 pm’). Tal diferenca foi estatisticamente significante para p<0,01 (Tabela 20).

Nas células da camada espinhosa da mesma regido, a média dos volumes celulares
também se mostrou significantemente menor no grupo tratado: os valores médios foram
iguais a 756,93 pm’e 284,76um’, respectivamente nos grupos controle e tratado (Tabela 21).

Para o epitélio adamantino, o volume celular foi igual a 489,40 um’ para o controle e
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169,92 um’ para o tratado com cobalto. Tal diferenca foi significante para p<0,01 (Tabela 22).

5.4.1.3 Relagdo nucleo/citoplasma

Observando-se os valores médios da relagdo ntcleo/citoplasma para as camadas basal
e espinhosa do epitélio juncional, expressos respectivamente nas Tabelas 20 e 21, notou-se
que houve diferenca significante quando da comparagdo estatistica efetuada entre os dois
grupos de animais, com valores menores para o tratado (p<0,01). Para as células do epitélio
adamantino, os valores foram de 0,13 para o grupo tratado e 0,35 para o grupo controle

(p<0,01) (Tabela 22).

5.4.1.4 Espessura epitelial

A espessura da camada basal do epitélio juncional mostrou-se aumentada nos animais
do grupo tratado (5,09um) quando comparada a do grupo controle (4,54 um), no entanto, tal
diferenga nao foi estatisticamente significante (Tabela 20).

A camada espinhosa mostrou-se mais espessa no grupo tratado (15,66 um), em relacao
ao controle (9,76 um); e tal diferenca foi estatisticamente significante para p<0,05 (Tabela
21).

A espessura do epitélio adamantino mostrou-se diminuida no animal controle (5,28
um) quando comparada a do tratado (7,42 um). O confronto estatistico foi significante para
p<0,01 (Tabela 22).

Com relagdo a espessura total do epitélio juncional, os filhotes tratados apresentaram o
epitélio significantemente diminuido em relacdo ao grupo dos filhotes controles (p<0,05)

(Tabela 23).
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5.4.1.5 Densidade numérica celular

A densidade numérica celular das camadas basal e espinhosa do epitélio juncional do
1° molar superior mostrou-se aumentada nos filhotes tratados. Tal diferenca foi
estatisticamente significante para p<0,01 (Tabelas 20 e 21). Para o epitélio como um todo,

bem como para o epitélio adamantino, o mesmo foi verificado (Tabelas 22 e 23).

5.4.1.6 Densidade de superficie

O valor médio da densidade de superficie mostrou-se diminuida nos animais tratados
em comparacdo aos animais controles. Tal diferenca foi estatisticamente significante para

p<0,01 (Tabela 23).

5.4.1.7 Relagao superficie externa/camada basal

Os valores da relagdao superficie externa/camada basal ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significantes entre os dois grupos de animais (Tabela 23).

5.4.2 Epitélio da gengiva inserida

5.4.2.1 Volume citoplasmatico

Na camada basal do epitélio da gengiva inserida do 1° molar superior, a média do
volume citoplasmatico das células mostrou-se menor (132,91um’) nos animais tratados em
relagdo ao grupo controle (353,06pum’). Tal diferenga foi estatisticamente significante para
p<0,01 (Tabela 24).

O mesmo ndo ocorreu nas células da camada espinhosa da mesma regido. Nestas, o
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valor médio do volume citoplasmatico foi de 344,57um’ para o grupo tratado, e, para o grupo

controle, foi de 442,46um”. O confronto estatistico nio apresentou significancia (Tabela 25).

5.4.2.2 Volume celular

O volume celular, na camada basal do epitélio, mostrou-se menor (190,59 pm’) nos
animais tratados, quando comparado ao dos animais controles (608,59um?). Tal diferenca foi
estatisticamente significante para p<0,01 (Tabela 24).

Nas células da camada espinhosa da mesma regido, a média dos volumes celulares
também se mostrou significantemente menor no grupo tratado: os valores médios foram

iguais a 730,14pum’ ¢ 416,90 pm’ respectivamente, nos grupos controle e tratado (Tabela 25).

5.4.2.3 Relagdo nucleo/citoplasma

O valor médio da relagdo ntcleo/citoplasma das células da camada basal foi de 0,29
no grupo controle e 0,11 no grupo tratado (Tabela 24). O valor médio da relagao
nucleo/citoplasma das células da camada espinhosa, expresso na Tabela 25, foi igual a 0,24
no grupo controle e 0,07 no grupo tratado. O confronto estatistico mostrou diferenga

significante para p<0,01.

5.4.2.4 Espessura

A espessura da camada basal do epitélio da gengiva inserida mostrou-se

significantemente maior nos animais do grupo tratado (8,42 um) quando comparada a do

grupo controle (5,04 um) (Tabela 24).
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O inverso pode ser verificado com respeito a camada espinhosa. A espessura da
camada espinhosa foi, nos animais do grupo tratado, de 21,67 um e, nos do grupo controle, de
25,84 um. Tal diferenga foi estatisticamente significante para p<0,01 (Tabela 25). A espessura
da camada granulosa mostrou-se igual a 6,91um nos animais tratados ¢ 4,18um nos animais
do grupo controle (p<0,01) (Tabela 26).

A camada de ceratina também se mostrou significantemente reduzida nos animais tratados
com cobalto. O valor médio encontrado para a espessura de ceratina no epitélio do grupo controle
foi de 8,32 um; nos animais tratados, o valor médio foi de 5,38 um (Tabela 27).

Com relagdo a espessura total do epitélio na regido da gengiva inserida, o valor obtido
para os filhotes tratados foi significantemente menor (32,92 um) quando comparado ao dos

filhotes controles (52,68 um) (Tabela 27)

5.4.2.5 Densidade numérica

A densidade numérica celular das camadas basal e espinhosa do epitélio mostrou-se
aumentada nos filhotes tratados com cobalto. Tal diferenga foi estatisticamente significante
para as duas camadas (Tabelas 24 e 25). O mesmo foi verificado para a densidade numérica

do epitélio como um todo (Tabela 27).

5.4.2.6 Densidade de superficie

O valor médio da densidade de superficie mostrou-se diminuida nos animais tratados

(3,29 mm*/mm’) em comparagdo ao grupo controle (20,18 mm?*/mm’). Tal diferenca foi

estatisticamente significante (Tabela 27).
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5.4.2.7 Relagao superficie externa/camada basal

Os valores da relagdo superficie externa/camada basal mostraram diferencas

estatisticamente significantes entre os dois grupos de animais (Tabela 27).

5.4.3 Ligamento periodontal

5.4.3.1 Relagdo nucleo/citoplasma

Esta relagdo mostrou ser estatisticamente diferente no confronto efetuado (Tabela 28),

sendo menor para o animal tratado quando comparada ao do controle.

5.4.3.2 Volumes celular e citoplasmatico

O volume celular das fibras periodontais dos animais tratados foi menor que o dos
animais controles, sendo tal diferenca estatisticamente significante. O volume citoplasmatico,

por sua vez, ndo mostrou diferenga significante entre os grupos tratado e controle (Tabela 28).

5.4.3.3 Densidade numérica

O namero de fibras periodontais foi igual a 780950/mm” de tecido para os animais do

grupo controle e 1022535/mm’ para os do grupo tratado (p<0,01) (Tabela 28).

5.4.3.4 Volume relativo

O volume relativo das fibras periodontais foi igual a 21,0% para o ntcleo e 58,8%

para o citoplasma (grupo controle) e 12,9% para o ntcleo e 67,0% para o citoplasma (grupo
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tratado). O confronto estatistico foi significante para p<0,01 (Tabela 29). Os valores para o
tecido conjuntivo foram iguais a: 20,2% para o animal controle e 20,1% para o animal tratado,

sendo que, tal confronto ndo mostrou diferenga estatisticamente significante (Tabela 29).

Tabela 20- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular, da relagdo nticleo/citoplasma, da
espessura ¢ da densidade numérica celular das células da camada basal do epitélio juncional do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactagdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume Volume Celular Relagao N/C Espessura Densidade
Citoplasmatico Numérica (X10°)
C T C T C T C T C T

486,46 142,65 778,34 223,28 4,60 0,15 0,21 3,07 1,28 4,50
711,23 100,20 995,72 14791 4,10 0,12 0,16 5,00 1,00 6,80
256,56 173,35 482,80 246,56 4,90 0,12 0,58 5,86 3,54 4,10
340,30 125,24 595,52 178,22 4,30 0,11 0,25 6,19 1,68 5,60
44746 103,29 745,77 157,65 4,80 0,14 0,23 5,31 1,34 6,30

X X X X X X X X X X
448,40 128,95 719,63 190,72 0,29 0,13 4,54 5,09 1,77 5,46
Ucal= 0* Ucal=0* Ucal= 0* Ucal=5" Ucal=0*
p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|U|= 0,004 p|U|= 0,075 p|UJ= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Ndo significante

Tabela 21- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular,da relagdo nticleo/citoplasma, da
espessura e da densidade numérica celular das células da camada espinhosa do epitélio juncional do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactacdo. Teste de Wilcoxon
- Mann- Whitney.

Volume Volume Celular  Relagdo N/C Espessura Densidade
Citoplasmatico Numérica (X10°)
C T C T cC T C T C T

455,34 162,99 733,60 220,90 0,21 0,10 13,50 9,43 1,36 4,50
365,32 165,71 574,07 212,48 0,19 0,08 10,30 18,52 1,74 4,70
458,76 354,50 703,43 43741 0,19 0,08 870 13,62 1,42 2,30
630,95 254,65 856,29 312,92 0,13 0,06 810 16,63 1,17 3,20
642,09 193,63 917,27 240,11 0,16 0,07 8,20 20,09 1,09 4,20

X X X X X X X X X X
510,49 226,18 756,93 284,76 0,18 0,08 9,76 15,66 1,36 3,78
Ucal=0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal= 2** Ucal=0*
p|UJ= 0,004 p/UJ= 0,004 p/UJ= 0,004 p|U|= 0,016 p|U|=0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**) Estatisticamente significante para p< 0,05
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Tabela 22- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular, da relagdo nucleo/citoplasma, da
espessura ¢ da densidade numérica celular do epitélio adamantino do 1 molar superior de ratos
controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume Volume Celular  Relacdo N/C Espessura Densidade
Citoplasmatico Numérica (X10°)
C T C T C T C T C T
291,06 163,29 498,97 23949 0,23 0,14 0,23 6,07 5,30 4,20
299,46 60,75 513,36 98,71 0,23 0,13 0,23 6,01 5,90 10,10
338,32 162,08 491,61 237,42 0,51 0,14 0,51 9,70 4,70 4,20
361,91 99,89 506,37 139,24 0,40 0,09 0,40 8,34 5,80 7,20
234,68 89,81 436,70 134,72 0,36 0,13 0,36 6,99 4,70 7,40
X X X X X X X X X X
305,09 115,16 489,40 169,92 0,35 0,13 5,28 7,42 2,40 6,62
Ucal=0* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal=0* Ucal=0*
p/U= 0,004 p/U|= 0,004 p/U|= 0,004 plUJ= 0,004 plU= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01

Tabela 23- Valores médios da densidade de superficie, da espessura total do epitélio, da relagdo
superficie externa/camada basal e da densidade numérica celular do epitélio juncional total do 1° molar
superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactagcdo. Teste de Wilcoxon -
Mann- Whitney.

Densidade de

Espessura total do Relag@o superficie

Densidade

superficie epitélio ext. /camada basal numérica (X10°)
C T C T C T C T
47,89 7,22 20,90 11,84 1,09 0,81 1,39 5,00
47,70 3,71 29,10 2224 0,90 0,76 1,75 5,10
45,48 4,67 24,50 19,87 0,52 0,95 2,28 2,70
54,32 4,80 24,70 18,33 0,71 0,86 1,85 3,80
53,78 3,79 27,00 23,99 0,91 0,91 1,45 4,90
X X X X X X X X
49,83 4,84 25,24 19,25 0,83 0,86 1,74 43
Ucal=0* Ucal=3** Ucal=11"™ Ucal=0*
p/U|= 0,004 p|U=0,028 plU= 0,421 plUl= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**) Estatisticamente significante para p< 0,05
(") Néo significante
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Tabela 24- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular, da relagdo nucleo/citoplasma, da
espessura ¢ da densidade numérica celular das células da camada basal do epitélio da gengiva inserida
do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactacdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume Volume Celular Relacao N/C Espessura Densidade
Citoplasmatico Numérica (X10°)
C T C T C T C T C T

713,83 181,42 1019,76 262,05 0,16 0,12 0,16 8,22 4,10 3,80

79,81 146,76 279,34 202,88 0,47 0,11 0,47 8,29 3,10 4,90
219,13 114,89 438,26 163,89 0,29 0,11 0,29 8,72 4,90 6,10
264,01 101,14 484,02 146,97 0,26 0,11 0,26 7,56 6,70 6,80
388,54 120,34 721,58 177,17 0,29 0,12 0,29 9,31 6,40 5,60

X X X X X X X X X X
353,06 132,91 608,59 190,59 0,29 0,11 5,04 8,92 2,06 5,44
Ucal=1* Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal=0* Ucal=0*
p|UJ= 0,008 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|U= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01

Tabela 25- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular, da relagdo nucleo/citoplasma, da
espessura ¢ da densidade numérica celular das células da camada espinhosa do epitélio da gengiva
inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactacio. Teste
de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume Volume Celular Relacdo N/C Espessura Densidade
Citoplasmatico Numérica (X10°)
C T C T C T C T C T

597,90 544,90 879,27 651,35 0,17 0,06 0,17 23,86 22,30 1,50
474,15 262,96 758,64 323,06 0,21 0,08 0,21 20,35 23,50 3,10
494,68 374,63 809,47 449,11 0,23 0,06 0,23 18,13 24,10 2,20
208,77 293,87 425,28 351,78 0,29 0,06 0,29 20,87 29,90 2,80
436,78 246,48 778,02 309,21 0,28 0,07 0,28 25,15 29,40 3,20

X X X X X X X X X X
442,46 344,57 730,14 416,90 0,24 0,07 25,84 21,67 1,47 2,56
Ucal=8" Ucal= 2** Ucal=0* Ucal=4" Ucal=2**
plU[= 0,210 pU[= 0,016 p|U[= 0,004 p|U|= 0,048 plU[= 0,016

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**) Estatisticamente significante para p< 0,05
(") N#o significante
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Tabela 26- Valores médios da espessura da camada granulosa do epitélio da gengiva inserida do 1°
molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactacdo. Teste de
Wilcoxon - Mann- Whitney.

Espessura
C T
4,70 6,25
3,40 8,49
3,90 6,53
4,40 6,97
4,50 6,29
X X
4,18 6,91
Ucal= 0*
plU= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01

Tabela 27- Valores médios da densidade de superficie, da espessura total do epitélio, da espessura de
ceratina, da relagdo superficie externa/camada basal e da densidade numérica celular do epitélio total
da gengiva inserida do 1° molar superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a
lactagdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Densidade de Espessura total Espessura de Relagdo Densidade
superficie do epitélio ceratina superficie ext./ Numérica
camada basal (X10%
C T C T C T C T C T

18,63 3,88 48,50 37,36 7,70 5,84 0,66 0,92 0,80 1,90
26,08 3,77 41,40 32,24 8,80 6,31 0,83 0,88 1,08 3,50
21,49 3,62 48,60 31,11 8,80 4,92 0,83 1,00 0,94 2,80
18,41 2,90 66,60 34,64 8,80 4,14 1,14 0,84 1,79 3,50
16,30 2,70 58,30 29,27 8,30 4,68 0,72 0,96 0,95 3,80

X X X X X X X X X X
20,18 3,29 52,68 32,92 8,32 5,38 0,84 0,92 1,11 3,10
Ucal= 0* Ucal= 0* Ucal=0* Ucal= 0* Ucal=0*
p|U= 0,004 p|U= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004 p|UJ= 0,004

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
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Tabela 28- Valores médios dos volumes citoplasmaticos e celular, da relagdo nucleo/citoplasma, da
densidade numérica celular do ligamento periodontal do 1° molar superior de ratos controles (C) e
tratados (T) com cobalto durante a lactagdo. Teste de Wilcoxon - Mann- Whitney.

Volume Volume celular Relagao N/C Densidade numérica
citoplasmatico (X10%
C T C T C T C T

1047,50 988,48 1152,49 1226,79 0,13 0,04 867689 815135
1156,72  1090,92 1282,76 1081,28 0,13 0,06 779813 924825
1172,06  1085,43 1286,90 1093,84 0,12 0,04 777062 914211
1614,94 1563,14 1733,67 728,95 0,09 0,07 576810 1371844
1002,41 945,22 110696 920,25 0,13 0,06 903378 1086664

X X X X X X X X
1198,73 1134,64 1106,96 1312,56 0,12 0,05 780950 1022535
Ucal=8"™ Ucal=2** Ucal=0* Ucal=2**

plU[= 0,210 plU[= 0,016 p|U= 0,004 plU[= 0,016

(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(**) Estatisticamente significante para p< 0,05
(") Nao significante

Tabela 29 -Valores percentuais médios (%) das estruturas do ligamento peridontal do 1° molar
superior de ratos controles (C) e tratados (T) com cobalto durante a lactagcdo. Teste de Wilcoxon -
Mann- Whitney.

Fibra

Nucleo Citoplasma Tecido
conjuntivo

C T C T C T
24,0 11,5 62,0 74,5 14,0 14,0
22,0 12,0 57,0 60,5 21,0 27,5
21,0 11,0 59,0 70,5 20,0 18,5
15,0 16,0 60,0 70,5 25,0 21,0
23,0 14,0 56,0 66,5 21,0 19,5

X X X X X X
21,0 12,9 58,8 67,0 20,2 20,1

Ucal=1* Ucal=1* Ucal=11"

p|U= 0,008 p|UJ= 0,008 p|U|= 0,421
(*) Estatisticamente significante para p< 0,01
(") Nio significante




6. DISCUSSAO



80

Segundo Tsalev & Zaprianov (1983) o mecanismo de toxicidade do cobalto,
evidenciado experimentalmente nos processos metabdlicos e em o6rgaos e glandulas, inclui:

- substituicdo do zinco pelo cobalto em enzimas Zn-dependente, provocando
deficiéncia de zinco;

- alteracdes no metabolismo de carboidratos com diminui¢ao da utilizagdo de glicose,
na captacao do oxigénio e na producdo de energia;

- inativagdo de enzimas oxido-redutivas levando a depressdo na oxidagdo beta de
acidos graxos de cadeia longa, na mitocondria do miocardio;

- aumento da fracdo globulina e 4cido neuraminico, que ¢ um constituinte de fracao
desta proteina;

- danos as células das Ilhotas de Langerhans no pancreas provocando hiperglicemia;

- nos rins, danos as células do epitélio dos tibulos proximais, com proteiniria e
glicosuria;

- no figado, prejuizo da fungdo hepatica com infiltragdo gordurosa, alteragdes
enzimaticas nos hepatdcitos, resultando no aumento de enzimas hepaticas no soro.

Wataha (2000) constatou que 100 um de cobalto sdo necessarios para inibir 50% da
atividade celular. Schmalz et al. (1998) relatam que a vitalidade celular de culturas de
fibroblastos e queratindcitos, expostas por 24 horas ao cobalto, foi reduzida em 60%. Além
disso, constataram um aumento nos niveis de IL-6 nas culturas celulares expostas ao metal,
sugerindo que o cobalto esteja envolvido em atividade inflamatoria e que os possiveis
mediadores sejam IL-6 e PGE, Os autores relatam que algumas ligas odontologicas tém sido
supostas causadoras de inflamacdo gengival e periodontal, entretanto, pouca informacdo ¢
disponivel quanto as moléculas causadoras dos efeitos adversos.

No presente trabalho, a camada basal do epitélio juncional do 1° molar superior do

rato tratado com cobalto, durante a lactagdo, apresentou-se mais delgado e estereologicamente
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foi possivel observar células menos volumosas com citoplasma mais escasso levando a um
maior nimero de células por mm’ de tecido. Os nicleos também mostraram valores
diminuidos, apds cariometria, para os didmetros maior, menor ¢ médio; volume, area,
perimetro, relacdo volume/area; os valores observados para os parametros de forma
mostraram valores menores para a excentricidade evidenciando nicleos mais achatados.

Estereologicamente, a camada espinhosa do epitélio juncional comportou-se de modo
similar a basal exceto para a sua espessura que apresentou valor mais alto e estatisticamente
significante quando comparada a do grupo controle. Os nucleos, apos avaliacao cariométrica,
mostraram valores diminuidos para os didmetros maior, menor ¢ médio; volume, area,
perimetro e relagao volume/area; os parametros para as formas dos ntcleos ndo mostraram
alteracdes significantes. A espessura total do epitélio juncional apresentou-se diminuida
associada a uma densidade numérica celular aumentada.

O epitélio adamantino do rato tratado mostrou-se com células menos volumosas e com
citoplasma diminuido, fato que lhe conferiu um niimero de células por mm’ mais elevado. Os
nucleos eram de menor tamanho e mostraram valores menores para os didmetros menor,
maior e médio; volume, area, perimetro e relacdo volume/area. Os valores para os parametros
excentricidade, coeficiente de forma ¢ indice de contorno indicaram auséncia de alteracdes
nas formas dos nucleos.

O epitélio da gengiva inserida no rato tratado apresentou-se menos espesso. As
camadas basal, espinhosa, granulosa e cornea mostraram-se mais delgadas, observadas apos a
estereologia, através da qual foi possivel constatar a espessura total do epitélio diminuida,
como também volumes celulares significantemente reduzidos associados a um maior nimero
de células por mm’. Os nucleos revelaram-se menores junto as camadas basal e espinhosa,
confirmados pelos valores diminuidos, obtidos cariometricamente. Houve também

modifica¢des nas formas dos nucleos para as células da camada basal ja que os valores de
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excentricidade e indice de contorno mostraram-se significantemente menores quando
comparados ao grupo controle indicando achatamento nuclear.

O ligamento periodontal apresentou-se desorganizado no grupo tratado com cobalto
apresentando fibras de menor tamanho, confirmados apos estereologia, uma vez que os
volumes citoplasmatico e celular apresentaram-se diminuidos além de densidade numérica
aumentada. Os nucleos das fibras estavam menores, confirmados pelos valores reduzidos apos
cariometria. Para os parametros relacionados a forma dos nucleos, excentricidade, coeficiente
de forma e indice de contorno apresentaram diferengas significantes o que retrata alteragdes
da forma nuclear.

A liberagdo dos elementos metalicos de uma liga através do fenomeno da corrosdo ¢
sempre necessaria para a ocorréncia de efeitos bioldgicos adversos. A resposta bioldgica
depende da quantidade de metal liberada bem como da duracdo de sua exposi¢do aos tecidos
(WATAHA, 2000).

Kazantzis (1981) sugerem que o cobalto, ao reagir com proteinas, forma complexos
soluveis que penetram nas células por endocitose, ocorrendo assim, digestdo das proteinas
transportadoras por proteases lisossomais com conseqiiente liberacdo e redistribuicao
intracelular do metal. Os autores relatam que altas concentracdes de cobalto tém sido
encontradas nos nucleos de células musculares onde o metal poderd exercer efeitos na
replicacdo do DNA e RNA.

Catelas et al. (2005) observaram que, culturas de macréfagos de ratos expostas ao
cobalto, apresentaram alteragcdes morfologicas, liberagdo de citocina TNF-o , ruptura da
membrana celular, fragmentacdo do DNA e morte celular por necrose e apoptose. Segundo os
autores, os efeitos causados pelo metal dependem de sua afinidade por proteinas uma vez que,
influenciard no seu mecanismo de penetracdo celular e conseqiiente toxicidade.

Ions metalicos podem mediar respostas mutagénicas e carcinogénicas. Mutagenicidade
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¢ uma alteracao na seqii€éncia de pares de bases do DNA enquanto a carcinogenicidade resulta
de inimeras mutagdes no DNA que levam a célula a crescer e se dividir inapropriadamente. O
papel dos metais no mecanismo de carcinogénese consiste na reagdo com varios compostos
endogenos, tais como perdxido de hidrogénio, radicais sulfito e glutationa, produzindo
espécies reativas e ativas, causando alteragdes no DNA, ou seja, o metal pode ndo atuar
diretamente no DNA para causar mutagdes, mas indiretamente ao gerar radicais livres. Os
efeitos mutagénicos também podem ser explicados por alteracdes provocadas nos
mecanismos de reparo do DNA ainda ndo esclarecidas completamente (HARTWIG, 2002).
Segundo Lison et al. (2001), ha evidéncias de que cations de cobalto soliveis exercem
atividade genotdxica e carcinogénica in Vvitro e in vivo em sistemas experimentais, mas na
espécie humana ndo ¢ conclusivo; dados experimentais in Vitro indicam genotoxicidade
potencial em linfécitos humanos, sem evidéncia de potencial carcinogénico.

Os alvos da acdo téxica dos metais sdo os processos bioquimicos que ocorrem nas
células, especificamente as enzimas e/ou membranas de células e organelas. O efeito toxico
do metal envolve, geralmente, interagdo entre o metal livre na forma de ion com o sitio alvo.
A toxicidade ¢ determinada pela dose nos niveis moleculares/celulares e assim, fatores como
a forma quimica e a capacidade de ligacdo do metal tornam-se criticos (KLAASEN, 1996
apud ALVES & DELLA ROSA, 2003).

Células aerdbicas estdo constantemente expostas a perigosas espécies reativas de
oxigénio, entretanto, sob circunstancias normais, hd& um balanco entre a formagdo ¢ a
neutralizagdo destas espécies. Particulas metalicas tém o potencial de produzir espécies
reativas de oxigénio alterando o equilibrio entre oxidantes ¢ antioxidantes o que pode levar a
danos bioquimicos irreversiveis como peroxidacdo lipidica, oxida¢do de proteinas, oxidagao
de componentes principais do DNA com conseqiientes danos teciduais. A oxidacdo de

proteinas ¢ amplamente patogénica levando a efeitos deletérios na fung@o protéica. Proteinas
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ligadas a metais podem também promover oxidacdo de macromoléculas vizinhas (PETIT et
al., 2005).

Segundo Kasprzak (2002), a ruptura da fisiologia celular ocorre quando metais
exogenos ligam-se as proteinas (incluindo DNA e proteinas nucleares) ou deslocam metais
fisiologicos dos seus transportadores naturais ocasionando danos estruturais e/ou funcionais
nos ligantes. Os danos oxidativos podem estar envolvidos na indugdo de toxicidade e
alteracdes celulares pelo cobalto. Alguns metais alteram o metabolismo de calcio, ferro,
cobre, bem como inibem defesas antioxidantes e interferem nos mecanismos de reparo e
replicagdo do DNA (BUSSELBERG, 1995; FACCIONI et al., 2003). Na cromatina nuclear, a
molécula de DNA, tendo abundancia de anions de fosfato e grupos doadores de oxigénio,
torna-se um sitio favoravel para a ligagdo de cations metalicos o que explica a presenca de
metais nos nucleos celulares quando culturas de células sdo expostas aos metais in vivo. Os
efeitos mais comuns observados na cromatina sdo as ligagdes cruzadas como, por exemplo,
ligacdes entre duas citosinas ou duas timinas no mesmo filamento que se manifestam em
aberragdes morfologicas cromossomais (KASPRZAK, 2002).

Segundo Duguid et al. (1993) cations metélicos bivalentes como o Co®" podem alterar
a estrutura do DNA. Metais com forte afinidade por bases perturbam a ligagdo de hidrogénio
entre pares de bases do DNA. Os cations metalicos ligam-se preferencialmente as regides GC
do que regides AT. O sitio N7 da guanina ¢ reconhecido como um importante sitio de
interacdo do metal.

Petit et al. (2006) demonstraram que o cobalto induziu a nitragdo de proteinas quando
culturas de macréfagos humanos foram expostas ao metal. Os autores observaram que as
proteinas nitradas estavam presentes na fragcdo citoplasmatica das células e assim concluiram
que o metal tem o potencial de modificar a fungdo protéica além do que, sendo a nitracao de

proteinas um marco nos danos celulares, ela, provavelmente, esteja relacionada aos efeitos
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citotoxicos do cobalto.

Muitos sd3o os mecanismos descritos na literatura como sendo os responsaveis pelos
efeitos biologicos adversos causados pelo cobalto. Embora ainda ndo haja um consenso a este
respeito, a interacdo do metal com o DNA, seja através da formagdo de ligagdes cruzadas,
danos oxidativos, interferéncias nos processos de reparo e replicagdo, parece ser o principal
meio de atuac¢do do cobalto. O presente estudo demonstrou alteragdes em epitélios da mucosa
bucal e ligamento periodontal causadas pelo cobalto abrindo assim, perspectivas para que
futuros estudos possam ser realizados avaliando o mecanismo especifico de atuagdo do metal

capaz de ocasionar tais efeitos adversos.



7. CONCLUSAO



87

Foi possivel concluir que o cobalto interferiu no desenvolvimento normal do epitélio
juncional, epitélio adamantino, gengiva inserida e ligamento periodontal do rato, durante a
lactacdo. As alteracdes observadas, tanto morfométricas como estereologicas, associadas as
desorganizagdes teciduais, denotam a agdo destrutiva do metal. O presente estudo ndo
elucidou todos os aspectos referentes ao papel desempenhado pelo metal no desenvolvimento
das estruturas bucais do animal, mas abriu perspectivas para que futuros estudos possam ser

realizados buscando os mecanismos através dos quais o cobalto ocasiona tal toxicidade.
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