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RESUMO 

Kohler JB. Avaliação dos efeitos do tabagismo na constituição do tecido ósseo [tese]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

Estudos clínicos demonstraram o impacto do tabagismo na fragilidade do tecido ósseo e 

maior incidência de fraturas. No entanto, os mecanismos fisiológicos envolvidos nesses 

eventos não são completamente compreendidos. Anteriormente, mostramos alterações 

importantes nos componentes do tecido ósseo em um modelo experimental de exposição 

à fumaça de cigarro (CS). A exposição ao CS induz piora da mineralização óssea e 

diminuição da deposição de Colágeno Tipo I, levando à fragilidade óssea. Considerando 

que a maioria dos estudos clínicos descrevem alterações estruturais ósseas por meio de 

imagens radiográficas, neste estudo realizamos análises in situ usando amostras de tecidos 

de fumantes, ex-fumantes e não fumantes para entender melhor como o processo 

inflamatório induzido pela exposição ao fumo pode interferir na atividade celular levando 

a alterações estruturais ósseas. Observamos níveis aumentados de IL-1β, IL-6 e TNF-α 

no homogenato do tecido ósseo com aumento concomitante da apoptose osteoblástica em 

fumantes e ex-fumantes quando comparamos com não fumantes. Alterações histológicas 

em fumantes e ex-fumantes foram caracterizadas por uma redução no Colágeno Tipo I. 

Apenas em fumantes foi observado aumento do Colágeno Tipo V e diminuição da área 

trabecular, sugerindo aumento da reabsorção óssea. Esses resultados mostraram que a 

apoptose osteoblástica em associação com o aumento da reabsorção óssea acarreta 

alterações estruturais do tecido ósseo em fumantes, predispondo estes indivíduos a maior 

fragilidade óssea. 

Palavras-chave: Tecido ósseo. Tabagistas. Remodelação óssea. Matriz óssea. 

Osteoartrose. Estresse oxidativo. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 
Kohler JB. The effects of smoking on bone tissue [thesis]. São Paulo: "Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo"; 2022. 

 

Clinical studies have demonstrated the impact of smoking on bone tissue fragility and a 

higher incidence of fractures. However, the physiological mechanisms involved in these 

events are not completely understood. Previously, we showed important changes in bone 

tissue components in an experimental model of cigarette smoke (CS) exposure. CS 

exposure induces a worsening of bone mineralization and a decrease in type I collagen 

deposition, leading to bone fragility. Considering that the majority of clinical studies 

described bone structural changes by radiographic images, in this study we performed in 

situ analyses using tissue samples from smokers, former smokers and nonsmokers to 

better understand how the increase in inflammatory mediators induced by smoking 

exposure could interfere with bone cell activity leading to bone structural changes. We 

observed increased levels of IL-1β, IL-6 and TNF-α in bone tissue homogenates with a 

concomitant increase in osteoblast apoptosis in smokers and former smokers compared 

with nonsmokers. Histological changes in both smokers and former smokers were 

characterized by a reduction in type I collagen. Only in smokers was a decrease in 

trabecular area observed, suggesting increased bone resorption. These results showed that 

osteoblastic apoptosis in association with increased bone resorption leads to structural 

changes in bone tissue in smokers, predisposing these individuals to increased bone 

fragility. 

Keywords: Bone. Smokers. Bone remodeling. Bone matrix. Osteoarthrosis. Oxidative 

stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.Efeitos do tabagismo no tecido ósseo  

 

 

O tabagismo é reconhecido como importante fator de risco para diversas doenças 

como a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), câncer, infarto e doenças vasculares 

(1–4). Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), estima-se que no Brasil o 

tabagismo gera um custo de R$ 125 bilhões para os cofres públicos para cobrir despesas 

diretas e indiretas com doenças decorrentes do tabaco e segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) em 2021 foram contabilizados mais de 1,3 bilhões de usuários de tabaco 

no mundo (5) acarretando cerca de 6 milhões de mortes todos os anos (6–8). 

O cigarro é composto por diversas substâncias tóxicas como nicotina, monóxido 

de carbono, formaldeído, acetaldeído, além de substâncias cancerígenas, sendo as 

principais: arsênio, níquel, chumbo, resíduos de agrotóxicos e substâncias radioativas (9).  

Na literatura, está descrito o impacto do tabagismo no tecido ósseo promovendo 

o aumento do risco de fraturas, retardo no processo de cicatrização, aumento do risco de 

complicações pós-operatórias como risco de infecções e prolongamento das internações 

hospitalares (10,11). Estas alterações podem estar relacionadas com o desequilíbrio do 

remodelamento do tecido ósseo, o tornando mais vulnerável à osteoporose e a fraturas 

(12).  

Em estudos clínicos também está demonstrado a associação entre tabagismo e 

redução do volume ósseo e da densidade mineral óssea (DMO), sendo que estas alterações 

têm sido atribuídas principalmente ao aumento da reabsorção óssea, entretanto esses 

efeitos também podem depender da duração do tabagismo em anos (anos-maço) (13–15). 
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1.2.Arquitetura do tecido ósseo: tipos celulares 

 

O tecido ósseo é constituído por uma matriz mineral e uma matriz orgânica. A 

combinação das duas matrizes confere ao tecido ósseo propriedades únicas, que o tornam 

muito resistente a compressão e as torções (16).    

A fase mineral é formada por cristais minerais de cálcio e fosfato (hidroxiapatita: 

[Ca3(PO4)2]3Ca(OH)2), além de íons como sódio, potássio, magnésio e carbonato. Esta 

fase representa 60 a 70% da composição do tecido e tem como função principal 

resistência à compressão (17). A porção orgânica representa 30-40% do tecido ósseo e 

inclui fibras colágenas, proteoglicanos, proteínas da matriz (osteocalcina, osteonectina, 

osteopontina), citocinas (IL-1, IL-6, RANKL, OPG) e fatores de crescimento (BMP’s, 

TGF-β, FGF, IGF, PDGF) (18).  

Existem três tipos celulares importantes na formação e remodelação deste tecido, 

como os osteoblastos, osteoclastos e osteócitos. Os osteoblastos são células que 

sintetizam e secretam componentes orgânicos da matriz, os osteoclastos são células 

gigantes multinucleadas responsáveis pela reabsorção da matriz óssea calcificada e ao 

remodelação ósseo e os osteócitos são células com processos citoplasmáticos em 

pequenos canalículos encontradas entre as camadas da matriz óssea (16,19–21). 

 As células da linha osteoblástica integram quatro subpopulações principais: os 

pré-osteoblastos, os osteoblastos maduros, as células de revestimento ósseo e os 

osteócitos, sendo todas elas consideradas como diferentes estados funcionais da mesma 

célula (22). Os osteoblastos regulam os processos de remodelação óssea como receptores 

e transmissores de sinais, sua origem mesenquimal detém poder de diferenciar se e 

proliferar-se em células formadoras de tecido ósseo, que se diferenciam quando atingem 

a superfície óssea e apresentam-se então como células cúbicas, altamente polarizadas, 

dispostas em paliçada (frequentemente designadas por epitélio osteóide). Este tipo celular 
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além de controlar a diferenciação e ativação dos osteoclastos é responsável pela formação 

da matriz orgânica do tecido ósseo (23).  

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas altamente especializadas nos 

processos de reabsorção da matriz óssea. Na linha osteoclástica, existem os monócitos 

circulantes, os monócitos presentes na medula óssea, os pré-osteoclastos e os 

osteoclastos. Os osteoclastos são membros da linha celular dos monócitos-macrófagos, 

responsável pela dinâmica de remodelação óssea (22). 

A homeostase do tecido ósseo depende de uma remodelação óssea equilibrada, ou 

seja, da dinâmica balanceada entre a atividade dos osteoblastos e osteoclastos (24). O 

processo contínuo de renovação óssea é denominado remodelação óssea e depende da 

atividade coordenada das diferentes células promovendo formação e reabsorção (Figura 

1) (25). A remodelação permite que o osso tenha capacidade plástica de adaptação frente 

ao estresse externo como tração e compressão, ao qual é submetido ao longo dos anos 

(26).  

Alterações no padrão de remodelamento ósseo caracterizado pelo aumento da 

atividade dos osteoclastos e concomitante redução da atividade dos osteoblastos 

acarretam aumento da porosidade e redução do número de trabéculas (27).  

Dentre as citocinas que regulam o metabolismo e remodelamento ósseo, destaca-

se o Receptor Ativador de Fator Nuclear Kappa-B (RANKL), uma citocina da 

superfamília do Fator de Necrose Tumoral (TNF) essencial para ativação dos 

osteoclastos, células responsáveis pela reabsorção da matriz (28). 

As atividades do RANKL são mediadas por sua ligação ao RANK onde esta 

ligação de RANKL e RANK é considerada a etapa chave preliminar para ativação da via 

da osteoclastogênese, responsável pela ativação da ação de reabsorção dos osteoclastos. 

O RANKL estimula a proliferação e diferenciação e sobrevivência dos osteoclastos. Sua 
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expressão é influenciada por vários hormônios, fatores de crescimento, peptídeos e 

citocinas (28).  

 

 
Figura 1. Dinâmica entre os diferentes tipos celulares do metabolismo e remodelamento ósseo. 

Com o aumento da atividade dos osteoclastos e redução da atividade dos osteoblastos gera a diminuição da 

espessura trabecular e consequentemente maior porosidade do tecido ósseo . Fonte: Adaptado de Xie Y, 

2019 (27). 

 

Outra proteína importante para a homeostase do tecido ósseo e que desempenha 

um papel importante neste processo é a osteoprotegerina (OPG). A OPG é uma citocina 

produzida e liberada pelos osteoblastos ativados, membro da família dos receptores do 

TNF conhecida pelo seu papel inibidor dos osteoclastos e importante regulador do 

metabolismo ósseo (29).  

A OPG se liga ao receptor RANKL e evita a ligação do RANK-RANKL (Figura 

2). A inibição da ligação de RANKL com RANK via OPG pode suprimir a reabsorção 

óssea através da inibição do RANKL e, portanto, favorecer a formação óssea (28). O 

equilíbrio das atividades das citocinas OPG/RANKL são responsáveis por manter a 

homeostase do tecido, evitando assim a osteoclastogênese e a reabsorção óssea 
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inadequada (30–33).  Portanto o desequilíbrio entre suas atividades é crucial em doenças 

ósseas como a osteoporose, artrite reumatoide além de estar relacionada com aumento 

dos riscos de fratura e fragilidade óssea  (34) . 

 

Figura 2. Via de sinalização sistema RANK-RANKL-OPG. Biomarcadores na regulação da formação e 

reabsorção óssea. Fonte: Adaptado de Richards JB, 2012.  (35) 

 

As citocinas pró-inflamatórias, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) também apresentam papel importante na cascata de 

regulação e ativação celular dos osteoclastos e osteoblastos pois também são responsáveis 

pela indução da ativação das proteínas RANKL (36). Outros estudos também apontam 

que estas citocinas pró-inflamatórias sozinhas também podem estimular a 

osteoclastogênese sem estar relacionada com a ativação RANKL/RANK (37). 

As células precursoras dos osteoclastos como os monócitos, expressam 

marcadores específicos e RANK. Quando RANKL se liga ao receptor RANK, inicia-se 

uma cascata de reações mediada por Fator-6 associado ao receptor TNF (TRAF6) e fator 

nuclear 𝜅B (NF-𝜅B) para dar início à diferenciação dos pré-osteoclastos (38–40) que irão 

se fundir formando células multinucleadas (41). O TNF-𝛼 estimula a ativação de 

transcrição de NF-𝜅B e por este motivo também está envolvido também na diferenciação 

e sobrevivência de osteoclastos (33,42–45), já a interleucina IL-6 tem papel fundamental 
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na produção de RANKL pelos osteoblastos e a IL-1 está envolvida com a ativação dos 

osteoclastos para reabsorção óssea (46). 

Foi descrito na literatura em doenças como artrite reumatoide e infecção 

periodontal, a perda de massa óssea por ação de osteoclastos e aumento de IL-1 e IL-6 e 

TNF-𝛼, ressaltando a importância destas quimiocinas na ativação desses tipos celulares 

(47,48). 

A Caspase-3 é uma enzima importante para a apoptose e sobrevivência celular no 

processo de remodelamento  e manutenção do tecido ósseo (49). Estudos prévios 

demonstraram que o aumento da apoptose levou ao remodelamento ósseo inadequado e 

este processo foi responsável por interferir nas atividades das células como osteoblastos 

e osteócitos (50). Miura e colaboradores (2004) (49), quando estudaram a atividade da 

Caspase-3, observaram redução da formação óssea, ossificação atrasada e diminuição da 

densidade mineral óssea em camundongos deficientes de Caspase-3. Este resultado 

demonstra a importância da atividade da apoptose dos osteoblastos no processo de 

remodelamento ósseo.  

 

1.3. Alterações do metabolismo ósseo no processo degenerativo  

 

Para compreender as doenças degenerativas ósseas é importante entender o papel 

dos diferentes tipos celulares ósseos e suas relações. O desequilíbrio entre as atividades 

dos osteoblastos e osteoclastos podem levar ao aumento do processo degenerativo 

(27,51). A osteoartrite (OA) é uma doença articular degenerativa definida como um 

distúrbio musculoesquelético sendo caracterizada clinicamente por dor e limitações 

funcionais, histologicamente por alterações da cartilagem e do osso subcondral, e 

radiologicamente pela presença de osteófitos e estreitamento dos espaços articulares (52). 

Acomete principalmente idosos e a principal causa de incapacidade em idosos, causa dor, 

perda de função e diminuição da qualidade de vida (53). Embora a OA tenha sido 
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considerada uma doença da cartilagem articular, também acomete o tecido ósseo e causa 

fragilidade conforme o seu desgaste (54). Considerada uma doença endêmica no mundo, 

estima-se que 30,8 milhões adultos nos Estados Unidos apresentam este diagnóstico e 

300 milhões de indivíduos no mundo (55). Pacientes com OA apresentam um aumento 

da remodelação óssea, associado a uma perda transitória do tecido ósseo, aumento da 

porosidade na região subcondral e densidade reduzida do tecido (56).  

Na OA a relação OPG/RANKL estão intimamente envolvidas na degradação da 

cartilagem e do osso subcondral (57). Está descrito na literatura uma relação entre a 

atividade dos osteoblastos e os níveis anormais de OPG e RANKL, e que reconstituir o 

equilíbrio destas proteínas pode ser uma nova estratégia para o tratamento desta doença 

(57) . 

  

1.4.Matriz Orgânica 

 

No tecido ósseo, substâncias orgânicas como as fibras de colágeno, fornecem 

resistência enquanto as substâncias inorgânicas como hidroxiapatita, fornecem rigidez. A 

combinação de substâncias orgânicas e inorgânicas permitem a resistência do tecido 

ósseo (Figura 3)  (58). 
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Figura 3. Anatomia do tecido ósseo. Estrutura, microestrutura e nanoestrutura do tecido ósseo.  

Fonte: Adaptado de Black J (2020). (58) 
 

A porção orgânica do tecido ósseo é composta em sua maior parte por Colágeno 

do Tipo I (90 a 95%) sendo este constituinte o mais importante da matriz orgânica do 

osso (27,59). Ele faz parte da organização e estabilidade da matriz extracelular e 

responsável pela sua resistência à tensão, além de participar de processos importantes no 

corpo humano como o desenvolvimento dos órgãos e tecidos, cicatrização e 

remodelamento tecidual (17,60). A resistência do osso depende principalmente da 

distribuição e densidade da mineralização da matriz inorgânica (24). 

Outro colágeno importante para o tecido ósseo é o Colágeno Tipo V, presente em 

tecidos que expressam Colágeno Tipo I, uma vez que age como agente regulatório de sua 

fibrilogênese (Figura 4) (61,62).  Sua molécula é composta por uma tripla hélice contendo 

três cadeias polipeptídicas, cada uma formada por aproximadamente 1000 aminoácidos. 

Altos níveis de Colágeno Tipo V são expressos em tecidos doentes, como os 

neoplásicos, ateroscleróticos, fibróticos e granulomatosos (61). De modo geral, este tipo 

de colágeno representa apenas 2% do tecido ósseo, porém em tecidos doentes ou de 

pacientes tabagistas ele pode apresentar em grandes quantidades (62).   
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Figura 4: Representação da fibra de colágeno. Fonte: Adaptado de Musiime M, 2021 (63). 
 

1.5.Alterações do metabolismo ósseo por ação do tabagismo 

 

Os modelos experimentais e estudos in vitro têm sido importantes ferramentas 

para melhor entendimento dos mecanismos fisiológicos que explicam os efeitos deletérios 

promovidos pelo tabagismo aos ossos. Em um estudo prévio desenvolvido em nosso 

laboratório, demonstramos que camundongos expostos à fumaça de cigarro por 45 dias, 

já apresentaram comprometimento da mineralização óssea com redução da espessura 

trabecular e da taxa de formação óssea, bem como da superfície de mineralização. 

Concomitante foi observado aumento da ação da osteoclastogênese (64).  

Em um outro estudo quando avaliado a análise temporal das alterações estruturais 

em camundongos expostos a fumaça de cigarro por 6 meses, observamos redução da área  

trabecular, assim como diminuição do número de trabéculas e espessura destas estruturas 

desde o primeiro mês de exposição, e que ocorreu de forma progressiva ao longo do 

tempo. O mesmo padrão foi observado para as análises de porcentagem de Colágeno Tipo 

I (65). 

Diversos estudos demonstram os efeitos deletérios do tabaco no tecido ósseo de 

pacientes como redução da densidade mineral óssea e aumento da incidência de 

osteoporose (15), aumento da incidência de fraturas (66), aumento do estresse oxidativo 
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(67). Assim compreender os mecanismos envolvidos na reabsorção e mineralização óssea 

faz-se necessário para otimizar os tratamentos clínicos e melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes com doenças ósseas.  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

 Uma vez que o aumento osteoclastogênese e inibição da osteoblastogênese 

acarreta maior fragilidade óssea e está presente em processos inflamatórios envolvidos 

no desenvolvimento de doenças que acometem o sistema esquelético, e que o diversos 

estudos já demonstraram o efeito deletério do tabagismo sobre o tecido ósseo resultando 

em maior fragilidade deste tecido, pretendemos neste estudo, avaliar quais são as 

diferenças entre os indivíduos tabagistas, ex-tabagistas e não tabagistas, considerando os 

tipos celulares e quimiocinas envolvidas na manutenção da constituição do tecido ósseo.   
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3. OBJETIVOS  

 

 

3.1.Objetivos gerais  

 Comparar os pacientes com artrose de quadril o impacto do tabagismo no processo 

inflamatório local, metabolismo ósseo e histoarquitetura óssea de pacientes submetidos a 

artroplastia total de quadril nos diferentes grupos Fumantes, Ex-fumantes e Controle.  

  

3.2.Objetivos específicos 

 Avaliar  tecido esponjoso retirado da epífise femoral proximal de pacientes 

fumantes, ex-fumantes  e não fumantes submetidos à cirurgias de artroplastia total de 

quadril para avaliação de tipos celulares,  quimiocinas específicas ao metabolismo ósseo, 

bem como dos principais componentes da matriz extracelular constituinte do tecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÉTODOS 



35 

 

4. MÉTODOS  

 Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos (CEP-FMUSP) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(FMUSP) pelo parecer 3.120.116 juntamente com a Plataforma Brasil. Todos os 

indivíduos incluídos neste estudo após aceitarem participar da pesquisa, assinaram o 

termo de consentimento livre esclarecido (TCLE). 

4.1. Casuística  

Para este estudo foram incluídos 104 indivíduos submetidos a artroplastia total de 

quadril no período de fevereiro de 2019 a 15 de janeiro de 2022 provenientes do Hospital 

Municipal de São José dos Campos. Foi utilizado tecido ósseo esponjoso retirado da 

epífise femoral proximal cabeça do fêmur de pacientes que foram previamente avaliados 

e indicados à cirurgias de artroplastia total de quadril com diagnóstico de artrose. Os 

riscos desta pesquisa estão relacionados à contaminação no sitio cirurgico que serão 

minimizados pelos instrumentos cirurgicos estéreis e de proteção individual como capote 

cirúrgico, gorro, máscara e luvas estéreis. Os tecidos coletados a fins desta pesquisa, 

seriam descartados após a remoção cirurgica e que neste caso não se identifica nenhum 

risco adicional, visto que o doador já iria ser submetido ao procedimento por indicação 

médica prévia. 

Os pacientes que foram convidados a participar da pesquisa, responderam ao 

questionário elaborado (Questionário da Pesquisa em anexo). Neste questionário foram 

coletados dados demográficos, história médica, carga tabágica (anos maço), classificação 

radiologica de Tönnis, uso de cortióide, menopausa e etilismo. Todos os pacientes 

participantes inclusos nesta pesquisa assinaram o TCLE.  

Foram coletadas 104 amostras de pacientes que foram divididos em grupos, 

conforme hábito tabágico:  
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Grupo Fumo: indivíduos tabagistas (n=33). 

Grupo Ex-fumo: nesta pesquisa foi considerado indivíduos ex-tabagistas aqueles que 

cessaram fumo ≥ 6 semanas (n=31). 

Grupo Controle: indivíduos não tabagistas e sem histórico de tabagismo (n=40). 

Foram incluídos pacientes de ambos os sexos, acima de 40 anos com diagnóstico 

de osteoartrose que possuíam indicação cirúrgica para artroplastia total de quadril, 

submetidos as cirurgias no Hospital Municipal de São José dos Campos no período de 

fevereiro de 2019 a 15 de janeiro de 2022. Foram excluídos os indivíduos que 

apresentaram doenças autoimunes e/ou oncológicas.  

Estudos demonstram alterações na constituição do metabolismo ósseo em 

pacientes fumantes. Pretendemos neste estudo avaliar em uma amostra de 20 pacientes 

estimado com poder de 80% pelo aumento de 27,8pg/ml da citocina OPG avaliada em 

fluído peri-implantar de pacientes fumantes comparado a pacientes não fumantes com 

desvio padrão (DP) de 27,75 considerando uma perda de 20% ao longo do estudo (68). O 

material coletado utilizado nesta pesquisa, será mantido e armazenado pelo prazo de até 

60 meses, tempo necessário para conclusão do protocolo e publicação dos resultados.  

 

4.2.Coleta e processamento do tecido  

 

As coletas foram realizadas no centro cirúrgico e coletado amostra de tecido ósseo 

da cabeça do fêmur (Figura 5). Para coleta do tecido ósseo foi utilizada trefina 5,5mm e 

foi armazenado em tubos de criogenia estéreis 2ml, em seguida o tecido foi direcionado 

para as diferentes técnicas: histologia, ELISA e RT-qPCR. 

As amostras direcionadas para técnica de histologia foram retiradas a partir da 

trefina, mantidas em ácido nítrico em ar ambiente por 48 horas após a coleta. 

Posteriormente foram processadas e emblocadas em parafina para análise histológica.  
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As amostras direcionadas para as técnicas de ELISA ou RT-qPCR foram mantidas 

em freezer a menos 70ºC e armazenadas até o momento do processamento.    

 
Figura 5. Protocolo de coleta do tecido ósseo no centro cirúrgico. (A) Kit utilizado para coleta das amostras 

(B) Tecido ósseo da cabeça do fêmur retirada no centro cirúrgico após cirurgia (C) Coleta tecido ósseo com 

trefina (D) Tecido ósseo coletado. 

 

 

4.3.Homogenato do tecido ósseo  

O tecido ósseo foi pulverizado a partir de um equipamento produzido sob medida 

(Figura 6). O material direcionado para análise RT-qPCR recebeu 1ml de Trizol para 

avaliação da expressão gênica e o material direcionado para técnica de ELISA recebeu 

1ml PBS pH 7.0 para avaliação das proteínas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Pulverização do tecido ósseo. Equipamento produzido sob medida utilizado para extração do 

tecido em baixas temperaturas (-80°C). A pistola realiza uma pressão sob o tecido em nitrogênio líquido e 
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fragmenta a amostra em estruturas. No material contém em sua base espaço para colocação de gelo seco e 

em cima é colocado o tecido ósseo e nitrogênio líquido.   

 

 

4.4.Avaliação da Expressão de Citocinas no tecido ósseo  

Para os ensaios, foram utilizadas microplacas (Costar, EUA) e sensibilizadas com 

anticorpos monoclonais específicos. Após bloqueio, lavagem e distribuição das amostras, 

foram adicionados anticorpos específicos para as diferentes citocinas conjugados à 

biotina. Para revelação da ligação, adicionamos uma solução reveladora contendo 

conjugado enzimático de estreptoavidina-peroxidade, substrato e cromógeno. A leitura 

da reação foi a 450nm em espectrofotômetro M2 (Spectramax L, Moleculas Devices). As 

concentrações das amostras foram calculadas a partir das curvas-padrão obtidas com as 

citocinas recombinantes, e corrigidas pelos valores de proteína total correspondentes.  

Foram utilizados os kits específicos para humanos da marca R&D Systems 

(Boston, EUA) para detecção de TNF-α (Abcam, Cambridge, UK; Human TNF-α kit 

AB181421; limite de detecção de 15.63 pg/ml - 1000 pg/ml), IL-6 (Abcam, Cambridge, 

UK; Human Kit AB46027; limite de detecção de 6.25 pg/ml - 200 pg/ml), IL-1β (Abcam, 

Cambridge, UK; Human IL-1β Kit AB214025; limite de detecção de 14.06 pg/ml - 900 

pg/ml),  RANKL (R&D Systems, CA, USA, DY626 Human DuoSet; limite de detecção 

78,1-5000 pg/ml), OPG (R&D Systems, CA, USA, DY805 Human DuoSet; limite de 

detecção 62,5-4000 pg/ml). 

4.4.1. Dosagem proteica  

 Para quantificação das proteínas totais o tecido ósseo foi pulverizado e mantido 

em 1.000µl PBS pH 7.0.  As dosagens proteicas dos diferentes preparados antigênicos 

foram feitas utilizando o método de Bradford (Protein Assay, Bio-rad, California, USA) 

na diluição de 1:5 e uma curva de proteína conhecida albumina de soro bovino (BSA, 

SigmaAldrich, St.Loius, MO), nas concentrações de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 (mg/ml). As 
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amostras foram diluídas na titulação de 1:10, sendo 6 ul da amostra diluída e adicionados 

300 ul de reagente de Bradford em uma placa de 96 poços. Após a distribuição das 

amostras, as placas foram mantidas no escuro por 10 minutos, e a leitura realizada em 

espectrofotômetro M2 (Spectramax L, Moleculas Devices) sob absorbância de 570 nm. 

Os valores obtidos em absorbância foram corrigidos pelo seu valor de branco 

(BradFord) foram convertidos e expressos em ug/ml. 

4.4.2. ELISA (Enzyme–Linked Immunosorbent Assay) 

 As placas de poliestireno de 96 poços para microtitulação (Costar, EUA) foram 

sensibilizadas com 100 µl/poço com proteínas de T. gondii (extrato antigênico solúvel), 

suspensas em tampão carbonato de sódio 0,1M pH 9.5, na concentração de 10 µg/ml de 

antígeno. Após sensibilização por 20 horas à 4ºC, em câmara úmida e foram lavadas três 

vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,01M pH 7.2, contendo 0,02% de Tween 20 

(PBST) e bloqueadas com 3% de solução de leite desnatado (Molico) em PBST durante 

1 hora em estufa a 37ºC. 

Após o bloqueio, as placas foram lavadas três vezes e as amostras foram diluídas 

100 µl/poço foram depositadas nas placas e incubadas a 370C por 1 hora. Após três novas 

lavagens, foram aplicados 100 µl por cavidade de conjugado imunoenzimático marcado 

com peroxidase e a placa novamente incubada por 1 hora a 370C. 

Após lavagem, a revelação da reação foi feita pela adição de solução citrato de 

sódio 0,05M pH 5.8, contendo OPD 0,4mg/ml e H2O2 0,03% e interrompida, após 30 

minutos, pela adição de HCl 4N. A leitura das densidades ópticas foi realizada em leitor 

automático de microplacas a 492 nm (Labsystems Multiskan MS). 
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4.4.3. ELISA de captura 

A técnica foi desenvolvida com a metodologia descrita por Carvalho et al., 2008, 

com modificações realizadas para o aprimoramento e padronização da nossa técnica de 

captura. Placas de poliestireno de 96 poços para microtitulação (Costar®) foram 

sensibilizadas com 100 µl/ poço com proteína A, suspensas em tampão carbonato de sódio 

0,1M pH 9.5, na concentração de 10µg/ml de Proteína A. Após sensibilização por 20 

horas à 4ºC, em câmara úmida, as placas foram lavadas três vezes, por 5 minutos cada, 

com PBS 0,01M pH 7.2, contendo 0,02% de Tween 20 (PBST) e bloqueadas com 3% de 

solução de leite desnatado (Molico®) em PBST durante 1 hora em estufa a 37ºC. 

Após bloqueio, as placas foram novamente lavadas três vezes e as amostras de 

soros e saliva (100µl/poço), diluídas em PBST contendo 5% de leite desnatado, foram 

depositadas nas placas e incubadas a 37ºC por 1 hora. Após 3 novas lavagens, foram 

aplicados 100µl por cavidade do antígeno de T. gondii Biotinilado e a placa foi novamente 

incubada por 1 hora a 370C. 

Após lavagem, foram aplicados 100µl por cavidade do complexo avidina-

peroxidase e a placa foi novamente incubada por 1 hora a 370C. 

 Após lavagem, as reações foram reveladas com diferentes cromógenos como, OPD e 

TMB, sendo utilizada para cada revelador uma solução de bloqueio específica. A reação 

revelada por OPD recebeu à adição de solução citrato de sódio 0,05M pH 5.8 e H2O2 

0,03% e foi interrompida, após 30 minutos, pela adição de HCl 4N. Para o TMB foi 

utilizado ácido sulfúrico (1M) para bloqueio da reação e as leituras da reação foram 

realizadas a 450 nm em espectrofotômetro M2 (Spectramax L, Moleculas Devices). 
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4.5.Expressão Gênica no tecido ósseo  

 

A expressão gênica COL1A1 e COL5A1 foram avaliadas pela RT-qPCR. Os 

tecidos foram previamente pulverizados para extração do RNA total de acordo com o 

protocolo padrão de isolamento de RNA Trizol® (Invitrogen). Amostras do RNA total 

foram quantificadas através da aferição da densidade óptica (Nano Vue Plus® 

Spectrophotometer; GE) e a expressão gênica foi determinada através de uma reação de 

cadeia de polimerase de transcriptase reversa em tempo real utilizando GAPDH como um 

gene de manutenção (“housekeeping gene”).  

 

4.5.1. Transcrição reversa 

Todas as misturas para a reação de transcriptase reversa foram preparadas 

utilizando o kit Superscript Platinum III One-Step (Invitrogen) e realizadas no 

termociclador Step One® (Applied Biosystems). A síntese de cDNA foi realizada a 

temperatura de 50°C por 10 minutos. Após isto, a RT-qPCR foi realizada com utilização 

dos primers.  

 

4.5.2. RT-qPCR  

A expressão gênica foi avaliada pela Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real em termociclador Rotor Gene (Qiagen) e kit Syber Green como marcador 

fluorescente (Qiagen). As reações aconteceram nas seguintes etapas: 95°C por 5 minutos, 

seguido por 40 ciclos de 95°C por 5 segundos (desnaturação) e 60°C por 10 segundos 

(anelamento e extensão). Os produtos do RT-qPCR foram submetidos à corrida em gel 

de agarose para confirmação dos tamanhos dos fragmentos e especificidade da reação. Os 

primers foram desenhados e utilizados para quantificar os RNA mensageiros (RNAm) 

codificados pelos genes listados na Tabela 1. A análise dos resultados foi realizada através 

do software disponibilizado pelo fabricante. O número arbitrário de cópias dos genes de 
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interesse e constitutivos foram calculados pela fórmula (1000000/2CT) para cada amostra, 

onde CT é o número de ciclos de amplificação necessários para atingir o limiar 

determinado na fase exponencial da curva. Os valores foram apresentados como número 

de cópias relativas ao controle após correção com o constitutivo GAPDH. A sequência 

de Primers utilizados estão descritos na tabela a seguir: (Tabela 1). 

Gene 5’ Primer (5’-3’) 3’ Primer (5’-3’) 

COL1A1 GTGCTAAAGGTGCCAATGGT CTCCTCGCTTTCCTTCCTCT 

COL5A1  GTGGCACAGAATTGCTCTCA TCACCCTCAAACACCTCCTC 

GAPDH CCACCACCCTGTTGCTGTAG CTTGGGCTACACTGAGGACC 

Tabela 1: Sequências sense e antisense dos primers utilizados no RT-qPCR. 

 

As sequencias de genes foram adquiridas através do endereço eletrônico: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. O programa que foi utilizado para a montagem 

do mapa de genes da sequência escolhida pode ser encontrado no endereço eletrônico: 

http://www.genome.ucsc.edu. 

As condições utilizadas para a RT-qPCR foram: temperatura de 95°C por 30 

segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto por 35 ciclos. As amostras do grupo 

controle foram utilizadas como calibradores e a expressão relativa foi calculada através 

do método 2−ΔΔCT. 

 

4.5.3. Avaliação da qualidade do material coletado  

Para validar a forma que foi realizado o transporte e coleta dos tecidos, avaliamos 

a qualidade e detecção de degradação das amostras através do 

equipamento Bioanalyzer 2100, utilizado para o controle de qualidade de biomoléculas. 

O sistema integra um instrumento de software de processamento de dados, reagentes e 

um chip microfluídico específico para análise de DNA, RNA ou proteína (Figura 7). 

Resultados obtidos foram validados e aprovados para seguir com o protocolo de análise.  
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Figura 7. Resultados da análise da qualidade do tecido coletado.  

 

 

Os resultados obtidos nas análises demonstraram qualidade adequada para 

utilização do tecido ósseo coletado no centro cirúrgico e transportados as dependências 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.   

  

4.5.4. Validação dos primers  

Para avaliar a qualidade dos primers desenvolvidos e verificar o peso molecular 

dos genes COL1A1 e COL5A1 foi avaliado através do Western Blotting, dos genes 

COL1A1 e COL5A1, 227 e 168 respectivamente (Figura 8). O teste da qualidade dos 

primers desenvolvidos foi validado e aprovado para seguir com o protocolo de análise.  

 

Figura 8. Avaliação do peso molecular dos genes desenhados. 
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4.6.Histologia e Morfometria 

 O tecido ósseo foi coletado e descalcificado com solução de ácido nítrico 7% por 

48 horas, lavado em água corrente por 10 minutos, um banho de água corrente e imerso 

em álcool 70%. As amostras foram processadas através do Processador de Tecidos 

HistoCore PEARL e posteriormente o tecido foi incluído em parafina. Foram realizados 

cortes com 4µm de espessura com um espaço de 50 µm entre eles para utilização nas 

técnicas de coloração histológica. 

 

4.6.1. Análise da Área Trabecular  

As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e foi utilizado 

microscópio Olympus BX-51 (Olympus Co, Tóquio, Japão) para análise de imagem. O 

sistema utilizado consistia em uma câmera Sony CCD acoplada a um microscópio 

Olympus, a partir do qual as imagens eram visualizadas no monitor. Por meio de um 

sistema digital inserido em um computador (Pentium 4), as imagens foram processadas 

pelo software Image Pro Plus 6.0. As lâminas foram analisadas às cegas, com 5-10 

campos selecionados aleatoriamente na região trabecular em um aumento de 40x e a área 

total de tecido analisada em cada campo foi medida pelo software Image Pro Plus 6.0. A 

área trabecular foi dividida pela área total do tecido analisado. Resultado foi expresso em 

porcentagem. 

4.6.2. Imunofluorêscencia para Colágeno Tipo I e V 

 

 Para a imunofluorescência do Colágeno Tipo I e V os cortes de 4µm de espessura 

do tecido ósseo foram aderidos em lâmina tratadas com um adesivo de Poly-L-Lisina, 

superfície hidrofóbica e colorida com tinta epóxi de alta resistência para facilitar o 

processo de marcação e fixação do tecido ósseo. Foi realizada desparafinização dos cortes 
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através da imersão das lâminas em xilol aquecido, a 60ºC, por 30 minutos, e dois banhos 

de 10 minutos em xilol em temperatura ambiente. A reidratação dos cortes foi realizada 

por sucessivas lavagens em álcool etílico em concentrações decrescentes (100%-70%), 

seguido de lavagem em água corrente, por 10 minutos, um banho em água destilada e 15 

minutos em PBS, pH 7.5. Para a exposição e recuperação de sítios antigênicos, os cortes 

foram submetidos à digestão com pepsina bovina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA; 10000 UTI/ml) na concentração de 8mg/500µl em ácido acético 0,5 N, por 30 

minutos, a 37ºC. Ao término desta incubação os cortes foram submetidos a um ciclo de 

lavagens com PBS, por três vezes de 10 minutos, e os sítios inespecíficos bloqueados com 

albumina bovina sérica (BSA) a 5% em PBS, durante 30 minutos, em temperatura 

ambiente. As lâminas foram incubadas durante uma noite com os anticorpos policlonais 

de coelho anti-colágeno tipo I (1:100; Rockland) diluídos em solução de PBS. Após este 

período, os cortes foram lavados em PBS, com Tween20 0,05% e incubados por 1 hora 

com os anticorpos de cabra anti-IgG de coelho ALEXA 488 (Invitrogen, Life 

Technologies) diluídos 1:200 em Azul de Evans. Por fim, as lâminas foram novamente 

lavadas, por cinco vezes com PBS com Tween20 0,05%, montadas com solução de 

glicerina tamponada e analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX-51, 

Olympus Co, Tokyo, Japan). 

 

4.6.3. Histomorfometria do Colágeno Tipo I e V por análise de imagem   

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX-51, 

Olympus Co, Tokyo, Japan) e quantificadas por um sistema de análise de imagem. O 

sistema que foi utilizado consiste em uma câmera CCD Sony, acoplada a um microscópio 

Olympus, a partir do qual as imagens foram visualizadas no monitor. Através de um 

sistema digital inserido num computador (Pentium 4), as imagens foram processadas por 

um software Image-Pro Plus 6.0. As amostras foram analisadas às cegas, sendo 
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selecionados aleatoriamente 5-10 campos em região de trabéculas em um aumento de 

400x. A área total do tecido analisado em cada campo foi medida pelo software Image-

Pro Plus 6.0. O colágeno presente nos campos adquiridos foram avaliados através da 

seleção da tonalidade verde fluorescente, correspondente a cada colágeno marcado. A 

área imunomarcada foi dividida pela área total do tecido analisado e o resultado foi 

expresso em porcentagem. 

4.6.4. Apoptose dos osteoblastos 

 Para realizar análises de apoptose dos osteoblastos, as lâminas foram 

desparafinizadas em xilol quente a 60-65 °C e reidratadas em concentrações decrescentes 

de etanol, água corrente e água destilada. Os epítopos foram recuperados por alta 

temperatura em solução de citrato 10 mM (pH=6,0) e os sítios reativos de oxidação não 

específicos foram bloqueados com peroxidase endógena em temperatura ambiente. As 

lâminas foram incubadas overnight a 4 °C com anticorpo primário Caspase-3 anticorpo 

policlonal IgG anti-coelho (H-277: sc-7148, Santa Cruz Biotechnology, Ca, EUA) diluído 

(1:100) em PBS e incubado em temperatura ambiente por 60 min. Após esse período, os 

cortes foram lavados com tampão fosfato (PBS, pH=7,4) e incubados com anticorpo 

secundário de acordo com a origem do primer do anticorpo a 37 °C. Finalmente, para o 

desenvolvimento, solução de cromogênio (DAB) e hematoxilina de Harris foram usadas 

para contra coloração. A diluição foi padronizada e está descrita na tabela 2. Para o 

desenvolvimento, usamos o Vectastin Abc Kit, Vector Laboratories (Santa Cruz 

Biotechnology, CA, EUA) ou Envision + Dual Link System Peroxidase 

(DakoCytomation, CA, EUA). As amostras foram analisadas às cegas, com 5-10 campos 

selecionados na região da superfície trabecular em uma ampliação de 400×. A densidade 

de células positivas foi analisada e contada com o software Image Pro Plus 6.0. O 
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resultado foi expresso em células/μm2. Finalmente, para a revelação foi utilizada solução 

de cromógeno (DAB) e Hematoxilina de Harris para contracorar. 

 

Tabela 2. Especificação do anticorpo Caspase-3 

 

4.7.Classificação Radiológica de Tönnis  

 

 A classificação de Tönnis foi descrita por Busse (69), consiste em três graus 

progressivos de alterações degenerativas do quadril conforme a sua gravidade. O Grau 0 

é isento de artrose, grau I indica leve estreitamento do espaço articular, leve rebordo na 

margem articular e leve esclerose da cabeça femoral ou acetábulo, grau II indica a 

presença de pequenos cistos ósseos, maior estreitamento do espaço articular e perda 

moderada da esfericidade da cabeça femoral e o grau III é o mais grave e indica cistos 

grandes, estreitamento grave do espaço articular, deformidade grave da cabeça do fêmur 

e necrose avascular (70). A classificação de Tönnis é amplamente utilizada por cirurgiões 

de artroplastia, cirurgiões artroscópicos, reumatologistas, radiologistas e fisioterapeutas 

(71) e sua classificação foi avaliada para entender melhor a casuística dos pacientes 

coletados no centro cirúrgico.  

 

 

4.8. Análise estatística  

 
 

A análise estatística foi realizada utilizando o software SigmaStat (SPSS Inc. 

Chicago, Illinois, USA).  A normalidade na distribuição dos dados foi avaliada por meio 

do teste de Shapiro-Wilk e a análise de variância One-Way ANOVA seguida do pós teste 

Marcador  Anticorpo primário Anticorpo 

secundário 

Diluição Especificação 

Caspase-3 Policlonal produzido 

em coelho 
Anti-rabbit 

 IgG (Vector) 

1:100 H-277: sc-7148, Santa 

Cruz Biotechnology, 

Ca, EUA 
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de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns foi usada para as comparações 

entre três grupos. Os dados foram descritos como média ± DP e foi considerado o valor 

*p<0,05 estatisticamente significativo.  
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5.  RESULTADOS 

 
 

5.1. Casuística  

 

Em nosso estudo, predominam os pacientes que não fazem uso de álcool, não 

praticam atividade física e não apresentam doenças prévias. A média do nosso IMC em 

sua grande parte são pacientes com sobrepeso entre 60 a 75 anos de idade entre ambos os 

sexos, feminino e masculino. Neste estudo a carga tabágica do Fumo foi estatisticamente 

superior ao grupo Ex-fumo (*p=0,002). Isto se deve ao fato de os pacientes fumantes 

permanecerem por um período maior expostos ao tabaco. 

Foram coletados 104 casos de pacientes. As características como idade, índice 

de massa corporal (IMC), sexo, anos maço, uso de corticoide, número de cigarros 

fumados diariamente, anos de tabagismo, etilismo, prática de atividade física e presença 

de doenças prévias estão apresentados na tabela 3 e foram coletadas a partir do 

questionário elaborado. 

 Controle 

(n=40) 

Ex-fumo 

(n=31) 

Fumo  

 (n=33) 

P * 

Idade (anos) 57.41±15 61,323±12 60,545±11 - 

IMC (Kg/m²) 27,77±5 26,21±4 27,50±5 - 

Sexo: Masculino/Feminino (n) 20/20 15/16 22 /11 - 

Carga tabágica (Anos maços) - 6,956±7,946 19,230±21,445* P*=0,002 

Uso de corticoide (Sim)/(Não) 3/40 1/31 0/33 - 

Uso de álcool (Sim)/(Não) 3/40 3/31 3/33 - 

Prática atividade física (Sim)/(Não) 8/40 7/31 4/33 - 

Presença de doenças prévias 

(Sim)/(Não) 

10/40 8/31 5/33 - 

Mulheres menopausa  15/20 15/16 10/11 - 

Tabela 3. Dados dos pacientes coletados. Resultados apresentados como média ± DP. *p=0,002 comparado 

ao grupo Ex-Fumo.  
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A carga tabágica (anos-maço) de cada indivíduo foi calculada pela seguinte 

fórmula: número de cigarros consumidos por dia, dividido por 20 e multiplicado pelo 

número de anos de exposição ao tabaco.  

Foi coletado os dados em que os pacientes do grupo Ex-fumo cessaram o 

tabagismo (Tabela 4). 

Tempo em anos que os pacientes do grupo Ex-fumo cessaram 

o hábito tabágico  (n=31)  

% 

1-2 anos 12,5% 

2-5 anos 6,25% 

5-10 anos 12,5% 

Acima de 10 anos 68,75% 

Tabela 4. Tempo em anos que os pacientes do grupo Ex-fumantes cessaram o fumo.    

 

Tabela 5. Classificação radiológica para diferentes graus de artrose.    

 

5.2. Área trabecular  

 

 Observamos uma redução significativa da área trabecular nos indivíduos do grupo 

Fumo comparado ao grupo Controle (*p=0,023) (Figura 9).  

 

Classificação radiológica 

Tönnis 

Controle 

(n=40) 

Ex-fumo 

 (n=31) 

Fumo  

(n=33) 

Classificação Grau 0 0/40 0/31 0/33 

Classificação Grau I 1/40 1/31 0/33 

Classificação Grau II 25/40 16/31 19/33 

Classificação Grau III 14/40 14/31 14/33 
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Figura 9.  Área trabecular nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo. Houve uma redução significativa para o 

área trabecular no grupo Fumo comparado ao grupo Controle (*p=0,023). (Controle n=19, Ex-fumo n=22, 

Fumo n=22). Fotomicrografia das trabéculas do tecido ósseo. Aumento de 40x e barra de escala de 500µm. 

Dados expressos como média ± DP 

 

 

5.3.  Porcentagem de Colágeno Tipo I  

 

Observamos uma redução significativa da porcentagem de Colágeno Tipo I nas 

trabéculas nos indivíduos do grupo Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle 

(*p=<0,001) (Figura 10). 
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Figura 10. Colágeno Tipo I nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo. Houve uma redução significativa para 

Colágeno Tipo I no grupo Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle (*p=<0,001). (Controle n=20, 

Ex-fumo n=20, Fumo n=19). Fotomicrografia das lâminas histológicas com marcação específica para as 

fibras de Colágeno tipo I.          Positividade para Colágeno Tipo I. Aumento de 40x. Dados expressos como 

média ± DP. 

 

5.4. Porcentagem de Colágeno Tipo V 

 

Observamos uma redução significativa da porcentagem de Colágeno Tipo V nas 

trabéculas nos indivíduos do grupo Fumo comparado ao grupo Controle (*p=<0,001). 

(Figura 11). 
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Figura 11. Colágeno Tipo V nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo. Houve um aumento significativo para 

Colágeno Tipo V no grupo Fumo comparado ao grupo Controle (*p=<0,001). (Controle n=12, Ex-fumo 

n=16, Fumo n=16).  Fotomicrografia das lâminas histológicas com marcação específica para as fibras de 

Colágeno Tipo V. Positividade para Colágeno Tipo V. Aumento de 400x. Dados expressos como 

média ± DP. 

  

5.5.  Expressão gênica COL1A1 e COL5A1  

 

Para expressão gênica do COL1A1, observamos uma tendência a redução nos 

indivíduos do grupo Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle e para expressão 

gênica do COL5A1, observamos um aumento significativo nos indivíduos do grupo Ex-

fumo e Fumo comparados ao grupo Controle (*p=<0,001) (Figura 12). 
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Figura 12. Expressão gênica para COL1A1 e COL5A1 nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo. (A) Houve 

uma tendência a redução da expressão de COL1A1 nos grupos Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo 

Controle. (B) Houve um aumento significativo para a expressão gênica dos grupos Ex-fumo e Fumo 

comparados ao grupo Controle (*p=<0,001). (A) Controle n=30, Ex-fumo n=16 Fumo n=22; (B) Controle 

n=25, Ex-fumo n=13, Fumo n=21. Dados expressos como média ± DP. 

 

5.6. Quantificação proteínas método ELISA 

 

 Observamos um aumento significativo da expressão das proteínas TNF-α, IL-6 e 

IL-1β nos grupos Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle no homogenato do 

tecido ósseo (A *p=0,001), (B *p=0,001) e (C =*p=0,001) respectivamente (Figura 13). 
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Figura 13. Expressão proteica de TNF-α, IL-6 e IL-1β nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo no 

homogenato do tecido ósseo. Observamos um aumento significativo para expressão das proteínas TNF-α, 

IL-6 e IL-1β nos grupos Ex-fumo e Fumo comparado ao grupo Controle respectivamente (A *p=0,001), (B 

*p=0,001) e (C =*p=0,001). (A) Controle n=16, Ex-fumo n=22, Fumo n=25; (B) Controle n=16, Ex-fumo 

n=18, Fumo n=25; (C) Controle n=13, Ex-fumo n=16, Fumo n=25. Dados expressos como média ± DP. 

 

 

 

 

 Para expressão proteica de OPG observamos uma redução significativa no grupo 

Fumo comparado ao grupo Controle no homogenato do tecido ósseo (A *p=0,014). Para 

avaliação proteica de RANKL observamos uma tendência a aumento no grupo Fumo 

comparado ao grupo Controle no homogenato do tecido ósseo, entretanto não foi 

observado diferenças estatísticas (Figura 14). 
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Figura 14. Expressão proteica de OPG e RANKL nos grupos Controle, Ex-fumo e Fumo no homogenato 

do tecido ósseo. (A) Observamos uma redução significativa para expressão das proteínas de OPG no grupo 

Fumo comparado ao grupo Controle (A *p=0,014). (B) Observamos uma tendência a aumento da expressão 

das proteínas de RANKL no grupo Fumo comparado ao grupo Controle. (A) Controle n=24, Ex-fumo n=24, 

Fumo n=21; (B) Controle n=8, Ex-fumo n=13, Fumo n=16. Dados expressos como média ± DP. 

 

 

5.7. Porcentagem células positivas Caspase-3  

 

 Quando avaliamos a porcentagem dos osteoblastos positivos para Caspase-3, 

observamos um aumento significativo no grupo Ex-fumo e Fumo comparado ao grupo 

Controle (*p=0,05) (Figura 15). 
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Figura 15. Densidade de células positivas para Caspase-3 nas trabéculas dos grupos Controle, Ex-fumo e 

Fumo. Observamos um aumento significativo da densidade de células imunopositivas para Caspase-3 nos 

grupos Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle (*p=0,05).  (Controle n=12, Ex-fumo n=12, Fumo 

n=10).  Dados expressos como média ± DP. 
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6. DISCUSSÃO  

    

 

Nossos resultados demonstraram que o tabagismo promoveu uma piora dos 

parâmetros morfológicos do tecido ósseo, bem como o aumento de quimiocinas pró-

inflamatórias e da apoptose de osteoblastos. Além disso, também demonstramos os 

efeitos persistentes no processo inflamatório mesmo após os pacientes cessarem o fumo.  

Nos indivíduos tabagistas demonstramos alterações no tecido caracterizadas pela 

redução da área trabecular, do depósito de Colágeno Tipo I e aumento do Colágeno Tipo 

V. Embora os ex-tabagistas não tenham apresentado diminuição da área trabecular ou 

aumento do Colágeno Tipo V, observamos diminuição do Colágeno Tipo I e alterações 

nos níveis de citocinas pró-inflamatórias semelhantes aos pacientes tabagistas.  

A diminuição da área trabecular está associada ao aumento da reabsorção do 

tecido ósseo, acarretando maior fragilidade do tecido ósseo, aumento da susceptibilidade 

a fraturas e piora do processo de consolidação após trauma (72,73). 

Neste estudo, a maioria dos casos coletados do grupo Ex-fumo, apresentaram um 

longo período de cessação do hábito tabágico, cerca de 70% dos casos coletados que 

pertencem ao grupo Ex-fumo, cessaram o tabagismo há 10 anos ou mais. No entanto, 

pudemos observar que mesmo após longos anos sem exposição, ainda existem efeitos 

deletérios. Atualmente para indicação de cirurgias eletivas ortopédicas, é comum a 

recomendação de cessar o fumo por pelo menos 6 semanas antes das cirurgias, no entanto, 

com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer que este período é curto, uma 

vez que observamos efeitos deletérios do tabaco mesmo a longo prazo.  

As complicações da cicatrização óssea após a cirurgia em tabagistas e ex-

tabagistas têm sido atribuídas principalmente ao comprometimento da atividade celular, 

levando a alterações no metabolismo do colágeno. A piora da atividade das células ósseas 

ocorre devido ao aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias induzidas pela 
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exposição ao fumo (74). Em nosso trabalho, foi possível observar altos níveis de TNF-α, 

IL-6 e IL-1β no homogenato de tecido ósseo de pacientes tanto do grupo Fumo quanto do 

grupo Ex-fumo. TNF-α, IL-6 e IL-1β são citocinas responsáveis pela diferenciação dos 

osteoclastos e a ativação da osteoclastogênese. Esses efeitos levam ao aumento da 

estimulação, formação e ativação de osteoclastos e o consequente aumento da reabsorção 

óssea (75–77). 

Além disto, a citocina TNF-α é reconhecida pela indução da apoptose dos 

osteoblastos (78). Alikhani e colaboradores (2007) (79) quando avaliaram a apoptose de 

osteoblastos, observaram que existe uma relação entre o aumento da apoptose dos 

osteoblastos e o aumento nos níveis de TNF-α em células osteoblásticas primárias 

humanas. (74)Além disso, o TNF-α também está diretamente envolvido na formação e na 

regulação da osteoclastogênese, regulando positivamente a produção por células 

estromais de RANKL e amplificando sinergicamente a expressão de RANK (80).   

Os efeitos da reabsorção óssea também estão ligados com o aumento da IL-1β que 

atua aumentando a expressão de RANKL pelas células estromais da medula óssea e atinge 

diretamente os precursores dos osteoclastos, promovendo a diferenciação destas células 

na presença de níveis permissivos de RANKL (81). 

A relação OPG/RANKL têm sido alvo de vários estudos uma vez que esta 

comunicação entre osteoblastos e osteoclastos via liberação de OPG evita a o aumento 

desordenado da osteoclastogênese e consequentemente da reabsorção óssea (33,82) 

O aumento de RANKL está associado à ocorrência de doenças como a osteoartrite 

e osteoporose. Neste trabalho, quando avaliamos as expressões proteicas de OPG e 

RANKL nos diferentes grupos estudados, observamos uma redução significativa para 

OPG no grupo Fumo comparado ao grupo Controle. Também observamos uma tendência 

a aumento de expressão proteica no grupo Fumo comparado ao grupo Controle para 
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RANKL. Estes dados corroboram com Lappin e colaboradores (2007) (83) que 

encontraram uma redução de OPG no plasma de pacientes tabagistas comparados aos 

pacientes não tabagistas.  

A apoptose é um mecanismo que regula a morte celular, e quando ocorre de forma 

ordenada, contribui para a renovação de todos os tecidos. Sua função é manter a 

homeostase tecidual (84). O tabagismo é reconhecido pela indução do aumento da 

apoptose celular em diferentes tecidos do corpo, o que na maioria das vezes prejudica o 

processo de remodelação tecidual (85–87). A Caspase-3 é uma cisteíno protease que 

desempenha um papel fundamental na ocorrência da apoptose (49). O aumento de 

Caspase-3 está associado ao aumento da apoptose de células estromais da medula óssea 

e dos osteoblastos (88,89). Em nossos resultados observamos o aumento significativo da 

apoptose dos osteoblastos nos grupos Ex-fumo e Fumo comparado ao grupo Controle. 

Podemos dizer que apoptose das células osteoblásticas neste trabalho pode estar associada 

com a redução da área trabecular do grupo Fumo.  

Considerando que o equilíbrio entre a proliferação e apoptose dos osteoclastos e 

osteoblastos determina a renovação do tecido ósseo (78), a diminuição do Colágeno Tipo 

I observada em nosso estudo pode estar associada ao aumento significativo da Caspase-

3 em osteoblastos nos grupos Fumo e Ex-fumo. 

 É importante notar que embora tanto os pacientes do grupo Fumo quanto do grupo 

Ex-fumo tenham apresentado aumento da apoptose dos osteoblastos concomitantemente 

à diminuição da deposição de Colágeno Tipo I, apenas fumantes apresentaram redução 

da área trabecular associado ao aumento do Colágeno Tipo V. Além disso, apenas os 

fumantes apresentaram redução nos níveis de OPG no tecido ósseo, sugerindo maior 

ativação dos osteoclastos e aumento da reabsorção óssea. 
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O Colágeno Tipo I confere a propriedade física de resistência às diferentes 

pressões sofridas por este tecido e em condições fisiológicas normais é o subtipo 

produzido em maior quantidade (90). Em nossa população observamos uma tendencia a 

redução da expressão gênica para COL1A1 nos grupos Ex-fumo e Fumo corroborando 

com os dados que demonstraram diminuição da porcentagem de Colágeno Tipo I em 

ambos os grupos.  Estes resultados estão em concordância com estudos anteriores que 

apresentaram associação da piora da qualidade do tecido ósseo e aumento da fragilidade 

óssea à diminuição da deposição de Colágeno Tipo I (65,91).  

Quando avaliamos a expressão gênica COL5A1 observamos um aumento 

significativo da expressão nos grupos Ex-fumo e Fumo comparados ao grupo Controle. 

No entanto, o aumento da porcentagem de Colágeno Tipo V através da técnica de 

imunofluorescência só foi observada no grupo Fumo. É importante considerar que as 

fibras de Colágeno Tipo V regulam o diâmetro das fibrilas heterotípicas e que o aumento 

desse tipo de colágeno predispõe à deposição de fibras com diâmetros menores (92–95).  

Nossos resultados são importantes para entender melhor o impacto do tabagismo 

no tecido ósseo de pacientes fumantes e que o fumo levou ao aumento da fragilidade 

tecidual e aumento da remodelação óssea do que quando comparados aos pacientes do 

grupo controle. Além disso, o prejuízo avaliado nos parâmetros morfológicos como a 

redução da composição das fibras de Colágeno Tipo I, aumento da apoptose dos 

osteoblastos e o aumento do processo inflamatório pode ser a principal explicação para o 

aumento da reabsorção óssea.  
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7. CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados demonstrarm aumento das quimiocinas pró-inflamatórias, 

diminuição da área de trabéculas, diminuição das citocinas que regulam a atividade de 

reabsorção óssea OPG/RANKL e observamos alterações na matriz orgânica com aumento 

do Colágeno Tipo I e redução do Colágeno Tipo V dos pacientes fumantes.  Também 

demonstramos que a apoptose osteoblástica em associação com o aumento da reabsorção 

óssea acarreta alterações estruturais do tecido ósseo em fumantes, predispondo estes 

indivíduos a maior fragilidade óssea. Nos pacientes que cessaram o fumo pudemos avaliar 

os efeitos deletérios a longo prazo mesmo após longos anos sem exposição ao tabaco.  
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APÊNDICE  

 

Questionário da pesquisa “Avaliação dos efeitos do tabagismo na constituição do 

tecido ósseo”  

 

Nome paciente: _____________________________________________________ 

Sexo F (  ) M (  ) Idade:__________________  

Causa da cirurgia: 

 

 

Classificação Radiológica Tönnis: 

Grau 0 (  ) Sem sinais de osteoartrose  

Grau I  (  ) Esclerose aumentada, ligeira diminuição do espaço articular, sem 

perda/perda ligeira da esfericidade da cabeça do fémur  

Grau II (  ) Pequenos quistos, diminuição moderada do espaço articular, perda moderada 

da esfericidade da cabeça  

Grau III (  ) Quistos de grandes dimensões, diminuição acentuada do espaço articular, 

deformidade acentuada da cabeça 

Qual tipo de ocupação de trabalho? Trabalha em pé ou sentado?  

_______________________________________________________________ 

Peso  ________  Altura______________ 

É fumante? Sim( )    Não( ) Anos maço (Cigarros dia/20 x tempo fumo):  

_______________________________________________________________  

Parou de fumar? Há quanto tempo?  

_______________________________________________________________ 

Faz utilização de medicação de uso contínuo?  

_______________________________________________________________  

Faz uso de álcool? (Ingesta tem que ser menor ou igual a 3 doses por dia) 
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_______________________________________________________________  

Menopausa  

Sim (   ) Não (  ) – Faz tratamento ? __________________________________ 

Prática atividade física? Qual? Qual frequência?  

_______________________________________________________________  

Faz uso/ou utilizou corticoide por um período contínuo?  

_______________________________________________________________  

Possui alguma doença prévia? Ex: Diabetes, osteoporose, artrose ou artrite reumatoide, 

DPOC, doença auto-imune, oncológica entre outras.  

_______________________________________________________________  
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