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RESUMO

A pesquisa na area da periodontia envolve o uso de modelos animais para
facilitar o entendimento de processos bioldgicos envolvidos na doenga
periodontal (DP) e o potencial das terapias novas e ja existentes. Na literatura,
0 modelo mais utilizado para a indugdo da DP em ratos € a ligadura. Nesta
metodologia ha a insergdo de um fio de algodao na regiédo cervical de molares
(inferiores e/ou superiores), promovendo assim um acumulo de um biofilme
bacteriano, o qual desencadeia uma resposta inflamatéria local e a
consequente perda éssea alveolar (POA). As metodologias mais utilizadas para
avaliar a POA sao: radiografica, morfométrica e histologica. Embora estas
metodologias sejam amplamente utilizadas, ndo ha na literatura a avaliagcao de
sua confiabilidade por meio de testes estatisticos de concordancia, dificultando
assim a extrapolagdo dos dados entre diferentes grupos de pesquisas ou até
mesmo dentro um mesmo grupo. Em acréscimo, considerando que cada
metodologia de avaliacdo da perda Gssea analisa uma regido especifica (crista
mesial e rebordo alveolar) e que o processo inflamatorio € dindmico, torna-se
plausivel que a perda Ossea, bem como os marcadores da inflamacéo
possuam uma cinética peculiar de evolugédo de acordo com o tempo de indugao
da DP. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a concordancia
de Bland-Altman para as principais metodologias de avaliagdo da POA
(radiografica, morfométrica e histologica) e caracterizar a cinética da POA,
migragao leucocitaria e do oxido nitrico nos tempos 0, 3, 7, 15, 30 e 60 dias
apos a indugao da DP por meio do método da ligadura. Para isso, 60 ratos
Wistar machos entre 250g e 300g foram divididos randomizadamente em 6
grupos experimentais (n=10 animais/grupo), sendo: GO (sem ligadura), G3
(ligadura por 3 dias), G7 (ligadura por 7 dias), G15 (ligadura por 15 dias), G30
(ligadura por 30 dias) e G60 (ligadura por 60 dias). Apds os tempos
experimentais, os animais foram sacrificados e as hemimandibulas removidas
para determinagdo da POA por meio das metodologias: (1) radiografica, (2)
morfométrica (através das medidas linear e da area) e (3) histolégica. Além
disso foi coletado o tecido gengival adjacente a ligadura do primeiro molar
inferior para as analises de migragao leucocitaria e quantificagcdo de Oxido
nitrico. Concordancia de Bland-Altman foi utilizada para a determinacdo da
confiabilidade (intra e inter-examinador) para as diferentes metodologias de
analise da POA. ANOVA seguido do teste de Tukey foi empregado para as
avaliagdes de cinética da POA, da migragao leucocitaria e do oxido nitrico. O
nivel de significancia foi de 5%. Na analise radiografica foi observada POA
estatisticamente significativa (em relagdo ao tempo 0) apds o terceiro dia. A
analise de concordéncia intra e inter-examinador mostrou diferenca significativa
entre as mensuracdes. Na analise morfométrica linear, a POA foi significativa



apos o terceiro dia, enquanto que na mensuragdo da area foi significativa
apenas apos o sétimo dia. A analise de concordancia intra- e inter-examinador
nao mostrou diferenga entre estas mensuragdes. Na mensuragao histologica, a
POA foi significativa apds o sétimo dia. A analise intra e inter-examinador n&o
mostrou diferenga entre as mensuragdes. A migracdo leucocitaria teve
diferencga significativa no sétimo dia, coincidindo neste, o seu pico de migragéo
no tecido gengival. Para o oxido nitrico, embora o primeiro tempo de atividade
com diferenga significativa tenha sido com 7 dias, o seu pico de quantificagdo
ocorreu no décimo quinto dia. Conclui-se que as analises radiografica e
morfométrica linear, apresentaram uma POA significativa em torno do terceiro
dia, em contraste as analises morfométrica da area e histolégica que
mostraram uma POA significativa somente apos o sétimo dia da indugdo da
DP. O pico de migracido leucocitaria ocorre apods sete dias da inducdo da
doenca, enquanto que para o pico de dosagem do 6xido nitrico ocorre somente
no décimo quinto dia. Em acréscimo foi observada uma concordancia de Bland
Altman intra e inter-examinador para as metodologias morfométricas e
histolégicas. Porém a metodologia radiografica ndo apresentou concordancia
intra nem inter-examinador.

Palavras chave: Modelo animal, Ligadura, Perda éssea alveolar.



ABSTRACT

Peridontal research involves the use of animal models to facilitate the
understanding of biological processes of periodontal disease (PD), and the
potential of new and existing therapies, therefore the induction of periodontal
disease is needed. In the literature, the most widely used model for the
induction of periodontal disease in rats is ligature. It is an insertion of a cotton
yarn around the cervix of the first mandibular molar resulting in the
accumulation of a bacterial biofilm, and triggering a local inflammatory response
and the consequent alveolar bone loss (ABL). The methods most commonly
used to evaluate the ABL are radiographic, histologic and morphometric. Which
measure the distance between the cemento-enamel junction and bone crest.
Although these methods are widely used, it is unknown the possibility of
extrapolating resuts between research groups and the intra-examiner
(repeatability) and inter-examiner (reproducibility) agreement. Other parameters
usually assessed are leukocyte migration (MPO) and the presence of nitric
oxide (NO), which are inflammatory markers. The aim of this study was
characterized the kinetics of the ABL, leukocyte migration and nitric oxide at O,
3, 7, 15, 30 and 60 days after induction of PD by ligature and evaluate the
Bland-Altman concordance for the main assessment methodologies of ABL
(radiographic, histologic and morphometric). 60 male Wistar rats between 250
and 300 g were randomly divided into 6 experimental groups (n = 10 animals /
group) as follows: GO (not treatment), G3 (ligature for 3 days) G7 (ligature for
seven days) , G15 (ligature for 15 days), G30 (ligature for 30 days) and G60
(ligature for 60 days). After 0, 3, 7, 15, 30 and 60 days, animals were sacrificed
by anesthetic overdose, and hemimandibles were removed for radiographic
analysis, morphometric (linear and area) and histological. Also was collected
adjacent gum tissue from mandibular first molar for leukocyte migration analysis
and nitric oxide dosage. The results were analyzed with ANOVA followed by
Tukey test and Bland Altman test to establish the correlation between the
methodologies. In the radiographic analysis was observed a significant ABL
after the third day, the intra-examiner and inter-examiner analysis showed a
significant difference between the measurements. In linear morphometric
analysis, the ABL was significant after the third day, in contrast to measure the
area was significant only after the seventh day. The concordance analysis intra
and inter-examiner did not show difference between these measurements. In
histological measurement, the ABL was significant after the seventh day. The
intra and inter-examiner analysis showed no difference between the
measurements. The leukocyte migration had significant difference on the
seventh day and the nitric oxide showed a peak of activity in the fifteenth day. It
is concluded that radiographic analysis and morphometric-linear had a
significant ABL on the third day, in contrast to morphometric-area and
histological showed a significant ABL after the seventh day of induction. The
peak of MPO activity occurs seven days after the induction of disease, for NO
the peak occurs on the fifteenth day. In addition it was observed an agreement
of Bland Altman intra and inter-examiner for the morphometric and histological



methods. But the radiographic method did not show intra- and inter-examiner
concordance.

Key words: Animal model, Ligature, Alveolar bone loss.
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1. INTRODUCAO

Na Ciéncia Periodontal, o uso de modelos animais € de extrema importancia
uma vez que pesquisas em humanos sdo, muitas vezes, limitadas pela dificuldade
de estabelecer relagbes causais com a destruigdo observada nos tecidos de suporte
e sustentagdo do dente (Pihlstrom et al.' 2005, Aguirre et al.? 2012). Os modelos
animais permitem estabelecer fatores etiolégicos da doenga e sua relagcdo com
fatores externos, além da avaliagdo do potencial de novas terapias (Struillou et al.®
2010). Porém, o critério de selecdo do modelo e de suas variaveis de analise ira

depender principalmente do objetivo do estudo a ser realizado (Aguirre et al.>2012).

O rato é o roedor mais utilizado para estudar a patogénese da doenca
periodontal (DP), pois a estrutura tecidual da area periodontal e suas patologias sao
muito similares as observadas em seres humanos (Struillou et al.® 2010). Para a
indugcao da doenga no rato, na literatura sdo reportados diferentes métodos como: a
insercao de um fio de algodao (ligadura) na regiao cervical dos molares; a aplicagao
local de lipopolissacarideos (LPS) e a infegao por periodontopatdégenos (Nociti et al.t
2000, Benatti et al.> 2003, Bezerra et al.® 2008). O método da ligadura consiste na
colocacao de um fio de algodao ao redor do molar facilitando assim o acumulo local
de microrganismos, com a formacao de um biofilme, e consequentemente, gerando
uma resposta inflamatéria com destruicdo dos tecidos periodontais (Graves et al.’
2008, Abe e Hajishengallis® 2013).

Dentre as variaveis a serem estudadas, a analise da perda 6ssea alveolar (POA)
se constitui como o principal parametro, uma vez que representa o desfecho da
doenca de maior relevancia clinica. Na literatura sdo descritos diferentes métodos
para avaliar a perda Ossea alveolar, sendo eles: 1) Radiografico, que mede a
distancia linear entre a jungédo amelo-cementaria (JAC) e a crista 6ssea alveolar
mesial do primeiro molar inferior (Herrera et al.? 2011, do Nascimento et al.1°2013);
2) Morfométrico, que permite medir a distancia linear entre a JAC e o rebordo 6sseo
lingual dos molares (Nociti et al.* 2000, Anbinder et al."’ 2006), ou a area da perda

Ossea; e 3) Histoldgico, que mensura a perda éssea interproximal entre o primeiro e
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segundo molar, calculando a distancia linear entre a JAC e a crista Ossea
(Fernandes et al.'>2007, Semenoff et al." 2008, Semenoff et al.’* 2008).

Em acréscimo a POA, outros parametros usualmente avaliados na pesquisa
periodontal sdo: (1) Migragdo leucocitaria; (2) Producdo de oxido nitrico; (3)
Producéo de citocinas; (4) Formagao de prostaglandinas; (5) Formagao de radicais
livres e (6) Atividade da enzima metaloproteinase de matriz — MMP (Herrera et al.’
2011, Liao et al.’®2014). Na literatura ha uma grande variacdo do tempo de indugéo
da POA, variando de 3 a 60 dias. Assim, o conhecimento da cinética destes
parametros (variagcdo ao longo do tempo), bem como da prépria perda Ossea
alveolar, é de fundamental importadncia na pesquisa que envolve a doenga
periodontal, uma vez que permite um planejamento experimental mais adequado e o
melhor entendimento do resultado (Abe e Hajishengallis® 2013, Herrera et al.? 2011,
do Nascimento et al.’*2013, Kuhr et al.’®2004).

Em acréscimo, para se obter resultados confiaveis e que possam ser
extrapolados entre estudos de um mesmo grupo ou de grupos de pesquisa
diferentes, a avaliagdo da concordancia de uma metodologia representa uma etapa
crucial no estabelecimento da mesma. A concordancia pode ser realizada
comparando os resultados obtidos por um mesmo examinador em tempos
diferentes (Repetitividade ou Concordancia intra-examinador) ou entre

examinadores diferentes (Reprodutibilidade ou Concordéancia inter-examinadores).

A concordancia de Bland Altman busca descobrir se duas metodologias e/ou
medidas sdo equivalentes e se uma poderia substituir a outra (Hirakata e Camey"’
2010), e nos ultimos anos tem sido utilizado este teste estatistico em pesquisas da
area médica/odontoldgica que buscam comparar e validar técnicas e tratamentos
(EzEldeen et al."® 2015, Sindi et al.’ 2015).

De forma interessante, embora estes métodos de avaliagdo da POA sejam
consagrados, na atualidade ha poucos relatos de estudos que estabelecam esta

concordancia para os principais métodos citados de analise desta variavel.
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a cinética da perda
Ossea alveolar, a migragao leucocitaria e a produgéo de oxido nitrico nos tempos 0,
3, 7, 15, 30 e 60 dias ap6s a indugédo de DP por ligadura e avaliar a concordéancia
pelo método de Bland-Altman para as principais metodologias de avaliagdo da

perda 0ssea alveolar (radiografica, morfométrica e histologica).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Doenca periodontal

A doenca periodontal (DP) & uma doenga imuno-inflamatéria crénica do
periodonto que inicia com uma inflamacéo do tecido gengival conhecida como
gengivite, esta evolui e periodontite afetando o ligamento periodontal e o0 o0sso

alveolar (Pihlstrom et al.” 2005, Kinane?® 2001, Bascones-Martinez et al.?' 2009).

Acredita-se que esta doenca afeta mais de 47% dos adultos nos Estados Unidos
(Eke et al.?? 2012). Em 2014 Kassabum e colaboradores realizaram um
levantamento epidemiolégico baseado nos artigos publicados entre 1990 e 2010
com a finalidade de validar os dados mundiais sobre a periodontite severa, no qual
foram incluidos 72 artigos que abrangeram 37 paises e 291.170 pessoas com 15
anos ou mais. Ao final do estudo concluiram que Australia e Grécia foram os paises
com maior prevaléncia (Figura 1), e Argentina foi o pais com maior incidéncia. No
mesmo estudo foi concluido que a incidéncia da doenga é préxima aos 38 anos, e a
prevaléncia comega a aumentar por volta dos 20 anos (Figura 2) (Kassebaum et
al.?2014).

Figura 1. Prevaléncia (proporcdo) mundial de periodontite crénica severa na idade suscetivel (15

anos ou mais) em 2010 (Kassebaum et al.?* 2014).
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Figura 2. Prevaléncia (propor¢do) e incidéncia (por 100.000 pessoas/ano) da periodontite crénica
severa em 1990 (linha clara) e 2010 (linha escura) com 95% de intervalo de incerteza por idade
(Kassebaum et al. %> 2014).

A doenca periodontal comega com a presengca de um biofilme microbiano na
superficie dos dentes, que induz uma resposta inflamatéria local do tecido gengival,
conhecida como gengivite (Nanci e Bosshardt** 2006). Ela é caracterizada por uma

transigdo de microrganismos Gram-positivos a Gram-negativos (Darveau® 2010).

Em decorréncia da presencga deste biofilme, o hospedeiro ativa uma resposta
imuno-inflamatéria com a migracdo e participagdo de neutrdfilos, linfocitos e
macréfagos (Akira et al.?® 2001, ARANCIBIA et al.?” 2007). Lipopolissacarideos
(LPS), presentes na parede celular bacteriana, estimulam a formacdo local de
mediadores pro inflamatérios, tais como: prostaglandina E2 (PGE,), interleucina-1
(IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o receptor do ativador do fator nuclear
kappa B ligante (RANK-L) (Sorsa et al.®® 1992, McCauley e Nohutcu?® 2002, Di
Benedetto et al.*® 2013, Yucel-Lindberg e Bage®' 2013). As células presentes neste
processo inflamatério liberam metaloproteinases de matriz (MMPs), enzimas
responsaveis pela destruicdo de matriz extracelular tecidual, principalmente o
colageno. (Zaidi et al.*> 2003, Ebersole et al.*® 2013, Kinney et al.** 2014). Em
acréscimo, em decorréncia de um desequilibrio no sistema RANK-RANKL-OPG, os
osteoclastos sdo ativados e iniciam a destruicio do osso alveolar (Wei et al.** 2005,
Nagasawa et al.*® 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Patogénese da doenca periodontal (Gupta et al%).

De forma interessante, Page em 1998 realizou uma pesquisa na qual
demonstrou que a area total de tecido inflamado em um paciente portador de
periodontite cronica pode chegar a 72 cm?, o que equivale a palma de uma mao
(Figura 4) (Page® 1998). Sendo assim, nos ultimos anos tem sido demostrada a
relagdo da DP com algumas condigdes sistémicas como diabetes, doenga
cardiovascular, obesidade, trabalho de parto prematuro, pneumonia, dentre outras
(Dentino et al.*® 2013). Isto se deve ao fato de que as bactérias presentes neste
tecido inflamado podem penetrar na corrente sanguinea através de ulceragdes do
epitélio conseguindo assim, colonizar outras partes do corpo, especialmente em
pacientes com imunidade comprometida (Schmidlin et al.** 2001, Kim e Amar®"’
2006). Em acréscimo, estes patdégenos periodontais também provocam reagdes
inflamatdrias locais, com repercussdo sistémica, uma vez que os mediadores
inflamatoérios podem contribuir para o inicio/agravamento das condi¢cbes citadas
acima (Kim e Amar*' 2006, Davé e Van Dyke*2008).
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Figura 4. Area da palma da méo ( 72cm’ ) equivalente a area da bolsa periodontal (Page” 1998).

O tratamento da DP é baseado principalmente em remover o fator causal. Assim,
primeiramente é realizada uma instrugdo e motivagdo em higiene bucal, seguida
pelo debridamento mecanico do biofilme supra e sub-gengival (Dentino et al.*
2013). Porém, em alguns casos a remog¢ao mecanica nao é suficiente e, como
tratamento coadjuvante podem ser utilizados medicamentos moduladores da
resposta inflamatdria e/ou antimicrobianos de agao local ou sistémica (Tariq et al.®

2012).
2.2. Modelos animais

O primeiro modelo animal com indugdo de perda dssea alveolar foi realizado no
Instituto Forsyth nos Estados Unidos (Sharawy et al.** 1966), e atualmente ha mais
de 2.000 artigos na area de periodontia utilizando modelos animais (Kantarci et al.®
2015). Seu uso € necessario para comprovar as relagdes de causa e efeito, além de
estabelecer a seguranga e eficacia de novos compostos terapéuticos, ja que eles
podem mimetizar as interagdes que ocorrem entre a resposta imune, a microbiota e
o tecido do hospedeiro (Figura 5) (Pihlstrom et al." 2005, Hajishengallis et al.*°

2015).
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Figura 5. Importéncia e aporte do uso de modelos animais em pesquisa (Hajishengallis et al.*®
2015).

A selecdo de um determinado modelo animal baseia-se na sua capacidade para
testar uma hipotese especifica (Graves et al.” 2008). Na literatura, os animais
utilizados em pesquisa na area da periodontia sdo: macaco, cachorro, coelho,
camundongo e rato. Cada um deles apresenta vantagens e desvantagens
importantes no desenvolvimento de uma pesquisa (Tabela 1) (Struillou et al.>2010,
Graves et al.” 2008, Kantarci et al.*° 2015, Oz e Puleo*’ 2011, Bright et al.*® 2015).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos modelos animais usados em pesquisa na area da
periodontia (Struillou et al.’ 2010, Graves et al.” 2008, Kantarci et al.** 2015, Oz e Puleo®” 2011, Bright

et al.® 2015).
Modelo Vantagens Desvantagens
animal
Macaco Estrutura da cavidade oral similar aos Requisitos de criagdo especiais.
humanos. Propensos a doengas infecciosas,
Presencga natural de placa bacteriana, como tuberculose.
calculo dental e patégenos Custo elevado.
periodontais.
Cachorro Permite estudar a ocorréncia natural Os regulamentos de cuidados deles
de gengivite e periodontite. inclui companhia diaria, exercicio,
Podem ser usados em pesquisas que espago e manutengao maiores.
envolvem procedimentos cirurgicos
em periodontia.
Coelho - Fisiologia e patologia da anatomia - Requisitos de cuidado especiais.
periodontal similar aos humanos. - Precisa de ligadura e inoculagéo de
periodontopatdgenos para induzir a
perda 6ssea alveolar
Roedores - Permite avaliar respostas - Em condigbes “naturais” sao
microbianas. resistentes a periodontite.
- Podem ser modificados
geneticamente.
- S&o de facil manejo.
- Baixo custo

O rato é o roedor mais utilizado para estudar a patogénese da DP. A anatomia
da regido do primeiro molar deste € similar a observada em seres humanos
(Struillou et al.>2010). Em acréscimo, a patogénese da DP também se assemelha a
observada em humanos, uma vez que a mesma inicia-se com a formagao de um
biofiime local com a geracdo de uma resposta inflamatéria, culminando na
destruicdo dos tecidos de protecdo e sustentacdo do dente (Aguirre et al.? 2012).
Outra caracteristica importante € que este modelo permite a avaliacao de condi¢des
sistémicas relacionadas com a progressdo da DP ou vice-versa (Graves et al.’
2008). Em relagcao as espécies, as mais utilizadas sdao Wistar e Sprague-Dawley
(Struillou et al.>2010, Oz e Puleo*’ 2011, Bright et al.*® 2015).

2.3. Inducao da perda 6ssea alveolar em ratos

Em ratos, a perda éssea alveolar é usualmente induzida por: (1) inoculagéo de
microrganismos periodontopatégenos; (2) aplicagdo de LPS no tecido gengival ou
(3) mediante a inser¢cao de um fio de algodao na regidao subgengival de molares
(ligadura) (Abe e Hajishengallis® 2013, Dumitrescu et al.** 2004, Zhang et al.*° 2014).
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A inducdo com inoculagéo de periodontopatégenos consiste em uma infecgao
local especifica com microrganismos relacionados com a DP. Sabe-se que a
Porphyromonas gingivalis € capaz de invadir células periodontais e alterar a
hemostasia de osteoblastos e osteoclastos, ocasionando assim, a perda Ossea
alveolar (Zhang et al.*® 2014).

A injegcao intragengival de LPS é aplicada usualmente na regido do segundo
molar e resulta num processo inflamatério local, com destruicdo dos tecidos

periodontais, incluindo a perda éssea alveolar (Dumitrescu et al.”" 2004).

O modelo de ligadura consiste na inser¢ao de um fio de algodédo ao redor da
superficie cervical dos molares, com a finalidade de promover um acumulo
microbiano e, assim, desencadear uma resposta inflamatéria com consequente
reabsorcao 6ssea. Este modelo representa o que ocorre nos humanos, uma vez que
é dependente de uma colonizacdo bacteriana (Graves et al.” 2008, Abe e
Hajishengallis® 2013).

2.4. Avaliacao da perda 6ssea alveolar

Conhecer a condigdo do osso alveolar é essencial para o diagnéstico,
prognostico e plano de tratamento (de Faria Vasconcelos et al.®? 2012). Existem
diferentes métodos para avaliar a perda o6ssea alveolar (POA) em modelo animal,
sendo o0s mais reportados na literatura o método radiografico, morfométrico e o

histologico.

A avaliagdo da POA mediante radiografia mede a distancia linear entre a jungao
amelo-cementaria (JAC) e a crista 6ssea alveolar na regido mesial do primeiro molar
inferior (Herrera et al.? 2011, do Nascimento et al.’® 2013, Hammer et al.*>® 2005). As
radiografias 2D como método de andlise sdo empregadas em decorréncia de seu
baixo custo e facil realizagdo. Porém, como desvantagem, pode apresentar
sobreposig¢ao de estruturas anatdbmicas, gerando, muitas vezes, uma dificuldade em

sua padronizagao e analise (de Faria Vasconcelos et al.®? 2012).
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A anélise morfométrica permite quantificar a perda éssea de duas maneiras: (A)
Linear: distancia entre a JAC e o rebordo ésseo alveolar na superficie lingual, tendo
como referéncia os longos eixos das raizes dos molares inferiores (Nociti et al.*
2000, Anbinder et al."' 2006) e (B) Area: Perda dssea delimitada pela JAC e o

reborde 6sseo alveolar na regido de molares inferiores (de Souza et al.>* 2010).

A mensuracao histologica permite a avaliagdo da POA também, por meio de
uma medida linear na regiao interproximal entre o primeiro e segundo molar inferior
(distancia entre a JAC e a crista 6ssea) (Semenoff et al.' 2008, Branco-de-Almeida
et al.*>2012).

2.5. Concordancia Bland Altman

A concordancia busca descobrir se duas metodologias e/ou medidas sao
equivalentes e se uma poderia substituir a outra (Hirakata e Camey'’ 2010). Em
1983 foi proposta uma metodologia alternativa por Bland e Altman para avaliar a
concordancia, pois o coeficiente de correlagao utilizado até esse momento s6 avalia
a associagao de duas medidas. O teste Bland Altman resulta em um grafico de
dispersédo, no qual é possivel visualizar o viés (o quanto as diferengas se afastam do
valor zero), o erro (a dispersao dos pontos das diferengas ao redor da média), além

de outliers e tendéncias (Altman e Bland>® 1983).

Em odontologia, o teste de Bland Altman tem sido utilizado nas areas de
periodontia, ortodontia e endodontia. Santos e colaboradores em 2008, realizaram
um estudo para comparar a eficacia de diferentes ultrassons (Santos et al.%’ 2008).
Lippold e colaboradores em 2015, compararam a analise de modelos de ortodontia
pelas técnicas manual e digital (Lippold et al.®® 2015). Tanomaru-Filho e
colaboradores em 2015 compararam a radiografia periapical e a tomografia cone-
beam na mensuracdo de lesdes apicais (Tanomaru et al.*® 2015). Em todos os

estudos mencionados anteriormente foi utilizado o teste Bland Altman.
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3. PROPOSICAO

3.1. Geral

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a cinética da perda 6ssea
alveolar, a migracéo leucocitaria e a produgéo de 6xido nitrico nos tempos 0, 3, 7,
15, 30 e 60 dias apds a colocagao da ligadura para indugao da POA em ratos, e
avaliar a concordancia de Bland-Altman para as principais metodologias de

avaliacédo da perda éssea alveolar (radiografica, morfométrica e histologica).

3.2. Especifico

e Estabelecer a concordancia entre as metodologias (radiogréfica,
morfométrica e histoldgica) usadas para medir a perda 6ssea alveolar.

o Estabelecer o tempo minimo de aparicdo de uma perda Ossea alveolar
significativa nas diferentes metodologias de analise (radiogréfica,
morfométrica e histoldgica).

e Determinar a cinética de migragao leucocitaria.

o Determinar a cinética de producao de 6xido nitrico

e Determinar a concordancia (intra e inter-examinador) dos resultados obtidos

na mensuragao da perda 6ssea alveolar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e consideracoes éticas

Foi realizado o célculo amostral com o Software G*Power 3.1 (Faul et al.?® 2007),
assumindo uma diferenga como significativa maior do que 1.5 do desvio padrao no
parametro de POA e considerando os erros Tipo | (a) e Tipo Il (B) de 5% e 20%,
respectivamente. Neste sentido, sessenta ratos Wistar machos, entre 250g e 300g,
provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) foram
divididos em 6 grupos experimentais (n = 10 animais/grupo) conforme descricéo a
seguir. O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica do uso de
Animal da UEPG (Processo CEUA-014/2013) (Anexo A). A manipulagdo dos
animais foi seguindo as diretrizes do CONCEA e a lei 11794, de 8 de outubro de
2008.

4.2. Divisao dos grupos:

Os animais foram divididos de forma randomizada em 6 grupos experimentais

com 10 ratos em cada (Tabela 2).

Tabela 2. Divis&o dos grupos

Grupo Tratamento Sacrificio
Go Sem ligadura Dia 0
G3 Com ligadura Dia 3 ap6s a ligadura
G7 Com ligadura Dia 7 apos a ligadura
G15 Com ligadura Dia 15 apo6s a ligadura
G30 Com ligadura Dia 30 apos a ligadura

G60 Com ligadura Dia 60 apos a ligadura
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4.3. Procedimento cirargico:

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal - IP (Ketamina 10%, 90mg/kg
e Xilasina 2%, 10mg/kg). Apoés isto, foi realizado o procedimento cirurgico de
ligadura inserindo um fio de algoddo na regido cervical dos primeiros molares
inferiores (Figura 6). Apos 0, 3, 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados
por sobredose anestésica, e as hemimandibulas foram removidas, sendo a direita
para analise radiografica e morfométrica; e a esquerda para analise histoldgica.
Além disso foi coletado o tecido gengival adjacente a ligadura do primeiro molar

inferior para as analises de migracao leucocitaria e dosagem de nitrito.

Figura 6. Procedimento cirtrgico de ligadura: (A) Primeiro molar inferior; (B) Insercdo do fio de
algoddo na superficie interproximal entre o primeiro e o segundo molar; (C) Método de ligadura

finalizado
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4.4. Analise radiografica

Foi realizada radiografia convencional das hemimandibulas com filme D Ultra-
speed , padronizando a posi¢gao da hemimandibula com a linha oclusal dos molares
paralela ao filme, distancia (area focal — mandibula) de 30 cm e o tempo de
exposicao de 0,63 segundos. A imagens foram digitalizadas e a distancia linear
entre a JAC e a crista 6ssea alveolar mesial do primeiro molar (mm) foi mensurada

no software Image J 1.48 (Figura 7).

Distancia entre a JAC e a crista
6ssea alveolar

Figura 7. Andlise radiografica: Distancia (mm) entre a JAC e a crista 0ssea alveolar mesial do

primeiro molar inferior.

4.5. Analise morfométrica

As hemimandibulas foram fervidas por 30 minutos e imersas overnight em agua
oxigenada (vol. 10). Apos este procedimento, as hemimandibulas foram coradas
com azul de metileno 1% para demarcacédo da JAC. Cada hemimandibula foi
fotografada com o uso de uma lupa estereoscédpica. As mensuragdes foram feitas

pela face lingual no software Image J 1.48.

Para cada hemimandibula foi medida: 1) A distancia linear (mm) entre a JAC e 0
reborde 6Osseo alveolar, tendo como referéncia os longos eixos das raizes do
primeiro molar inferior, sendo assim um total de trés mensuracbes que

correspondem ao numero de raizes deste dente, e foi obtida a média destas
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medidas. 2) A distancia linear (mm) entre a JAC e o reborde ésseo alveolar, tendo
como referéncia os longos eixos das raizes dos trés molares inferiores, sendo assim
um total de sete mensuragdes que correspondem ao numero de raizes destes
dentes, e foi obtida a média destas medidas. 4) A area (mm?) da perda Ossea
compreendida entre a JAC e o reborde 6sseo alveolar do primeiro molar inferior. 5)
A area (mm?) da perda éssea compreendida entre a JAC e o reborde 6sseo alveolar

dos trés molares inferiores (Figura 8).

Figura 8. Anéalise morfométrica: (A) Morfométrica linear do primeiro molar inferior: Distdncia (mm)

entre a JAC e o rebordo 6sseo; (B) Morfométrica linear dos trés molares inferiores: Distancia (mm)
entre a JAC e o rebordo 6sseo; (C) Morfométrica area do primeiro molar inferior: Area (mm’) da
perda 6ssea entre a JAC e o rebordo 6sseo; (D) Morfométrica area dos trés molares inferiores: Area

(mm®) da perda éssea entre a JAC e o rebordo 6sseo.

4.6. Analise histologica

As hemimandibulas foram imersas em formalina 10%, descalcificadas com
EDTA 4%, processadas e coradas com Hematoxilina Eosina (HE). As laminas

obtidas foram examinadas no microscépio Olympus BX41. Para cada amostra foi
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medida no software Image J a distancia linear (mm) entre a JAC e a crista 6ssea

alveolar na regiao interproximal entre o primeiro e segundo molar (Figura 9).

Figura 9. Anélise histologica: Distancia linear entre a JAC e a crista 6ssea interproximal do

primeiro e segundo molar inferior (mm).

4.7. Medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase

A avaliagcéo da cinética do infiltrado leucocitario (neutréfilo) no tecido gengival foi
realizada pela analise da atividade enzimatica da mieloperoxidase (Queiroz-Junior

et al.®

2013). Trezentos microlitros de uma solugdo contendo tampéao fosfato de
sédio 80mM e 0,5% de hexadeciltrimetilaménio foram adicionados ao tecido
gengival previamente coletado e este homogeneizado e centrifugado a 12.000 rpm a
4°C por 4 minutos. Em 30 pl do sobrenadante foram adicionados 200ul de uma
solugado contendo 100ul de tampéao fosfato de sédio 80mM, 85ul de tampéo fosfato
de sédio 22mM e 15ul de peroxido de hidrogénio 0,017%. Em seguida, adicionaram-

se 20yl de uma solugdo contendo tetrametilbenzidina 18,4mM dissolvida em
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dimetilformamida 8%. A placa foi incubada por 3 minutos a 37°C e apés a adigao de
30ul de acetato de sddio 1,46mM, realizou-se a leitura da absorbancia de cada

amostra em um espectrofotdbmetro com um comprimento de onda de 620nm.
4.8. Quantificacao do Nitrito

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre que desempenha um papel importante na
resposta do hospedeiro a infeccdo, as fontes potenciais de NO no periodonto sao
células inflamatérias. Sob condigdes fisioldgicas, o NO é instavel e é rapidamente
oxidado a uma mistura de nitrito e nitrato (Herrera et al.® 2011). A avaliacdo da
cinética do 6xido nitrico foi realizada mediante a quantificacido de nitrito no tecido
gengival. Trezentos microlitros de uma solugado contendo tampéo fosfato de sédio
80mM e 0,5% de hexadeciltrimetilaménio foram adicionados ao tecido gengival
previamente coletado e este homogeneizado e centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por
4 minutos. Em 50 pl do sobrenadante foram adicionados 50 pl de solucdo
Sulfanilamide e 50 upl de solugdo de Nnaphthylethylenediamine dihydrocloride
(NED). Realizou-se a leitura da absorbancia de cada amostra em um

espectrofotbmetro com um comprimento de onda de 550nm.
4.9. Determinacao da Concordéancia de Bland-Altman

A concordancia de Bland-Altman foi realizada para o grupo 15 dias, comparando
os resultados obtidos por um mesmo examinador em tempos diferentes
(Repetitividade ou Concordancia intra-examinador) e entre examinadores diferentes
(Reprodutibilidade ou Concordancia inter-examinadores).

¢ |Intra-examinador (Repetitividade): O mesmo examinador realizou as

mensuragdes duas vezes para cada metodologia com um intervalo de duas
semanas.

e Inter-examinador (Reprodutibilidade): Um examinador diferente previamente

treinado realizou as mensuragdes para cada metodologia.
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4.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados com ANOVA e Teste Tukey para determinar a
diferenca estatistica entre os tempos experimentais; o teste Bland Altman para
estabelecer a concordancia das metodologias de quantificacdo da POA e o
coeficiente de correlagédo de Pearson. O nivel de significancia foi de 5% para todos

os testes.
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5. RESULTADOS

5.1. Concordancia de Bland Altman das metodologias (intra e inter-
examinador)

As analises morfométricas (linear e da area) e histolégica demonstraram uma
adequada concordancia tanto na avaliagcdo de repetitividade (intra-examinador)
como na de reprodutibilidade (inter-examinador). No entanto para a metodologia
radiografica observou-se diferenca significativa intra e inter-examinador entre as

mensuragdes (Figura 11-12).
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Figura 10. Repetitividade: (A) Teste de concordéncia intra-examinador de Bland-Altman (Analise
radiografica); (B) Teste de concordancia intra-examinador de Bland-Altman (Analise morfométrica
linear do primeiro molar); (C) Teste de concordancia intra-examinador de Bland-Altman (Analise
morfométrica linear dos trés molares); (D) Teste de concordéncia intra-examinador de Bland-Altman
(Analise morfométrica linear da area do primeiro molar); (E) Teste de concordancia intra-examinador
de Bland-Altman (Analise morfométrica da area dos trés molares); (F) Teste de concordancia intra-

examinador de Bland-Altman (Analise histolégica).



36

Limile de concorddncia superion
(85%)= 0.5750
£ 0By -
2
- .
g 044 . .
B_ Viés 01705
] E . . Vies 01705
g8 02 v
L3
L] L] -
g 004 .
g
2 - Limie e concorddnca infenor
a -0.2- (95%) = -0.2340
P T
Média entre as duas medidas A
Limite de concorddncia superior 3 Limite de: concordinia supesior
(95%) = 0.1397 e 03 {95% = 0,281
= 0.10- 3
-] k-] L]
- . ™ 1 U!'
E 0,05+ i : Lt
@ 0.00 . T~ 014
2 = Vids -0.0372 EE 01 1] Vigs= (1046
£ £ -0.057 L EE .
E= . s 003
s -0.10- . :
£ L] E 4
s .0.15 . E 2 . '
- - Limite de concordéncia infarior
& 020 (95%) = -2.141 B g2 Lile do concondincis nkeror
r T T T T 1 (95%)=-0,188
o o A W WP W2 1 12 14 16 13 20
Média entre as duas medidas B Mécks enfre 25 duas medidas C
- Limite de concordancia supenor
: (95%) = 1,021 TS Jike do concordBngie superior
- L]
E . B (95%)=0,79
E - L3 1: »
3 ¥ -
¢ E . , s . Vids= 0,154
g Viés 0.1533 E P ] b
eE f2 o0 o
1 W ", M Limile dé concordincia infenor
;; L g 14 (95%)=-0.48
5 Limite g concordancia supenor H ]
a 05 [95%) = -0.7144 8 )
¥ L] Ll L] ¥ L]
5 48 8 P T S
Média entre as duas medidas D E Il:kiaer;'n - d':as n'vu:ir.'la © E
ﬁ 0.157 Limite de concordancia superior
T . (958%) = 0.103
g .
b
" -
gE .
E E 005 Vids 0.018
- +
& 000 Y
£ . *
£ Limite de concorddncia infesior
g 005 {95%) = -0.066
L] L) T L) L] L
0.0 02 04 0.6 0.8 10
Média entre as duas medidas F

Figura 11. Reprodutibilidade: (A) Teste de concordancia inter-examinador de Bland-Altman

(Anélise radiografica); (B) Teste de concordéncia inter-examinador de Bland-Altman (Analise

morfomeétrica linear do primeiro molar); (C) Teste de concordancia inter-examinador de Bland-Altman

(Analise morfomeétrica linear dos trés molares); (D) Teste de concordancia inter-examinador de Bland-

Altman (Analise morfométrica linear da area do primeiro molar); (E) Teste de concordéancia inter-
examinador de Bland-Altman (Analise morfométrica da area dos trés molares); (F) Teste de

concordéncia inter-examinador de Bland-Altman (Anélise histologica).
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5.2. Correlacao entre as metodologias

Os coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre as metodologias
radiografica, morfométrica linear/area e histolégica revelaram uma alta correlagao

positiva entre as metologias.

Tabela 3. Correlagdo de Pearson entre as metodologias de mensuragdo da POA: Todas

apresentaram uma alta correlagdo (r>0,90) (p<0,05).

Morfométrica Morfométrica Morfométrica Morfométrica

Radiografica linear 1 molar linear 3 molares area 1 molar area 3 molares  Histoldgica
Radiogréfica 0,977 0,963 0,907 0,985 0,956
Morfométrica linear 1
molar 0,977 0,995 0,972 0,98 0,916
Morfométrica linear 3
molares 0,963 0,995 0,984 0,961 0,902
Morfométrica area 1
molar 0,907 0,972 0,984 0,927 0,949
Morfométrica area 3
molares 0,985 0,98 0,961 0,927 0,959
Histoldgica 0,956 0,916 0,902 0,949 0,959

5.3. Cinética da perda 6ssea alveolar

Na metodologia radiografica foi observada perda éssea alveolar estatisticamente
significativa apo6s o terceiro dia, aumentando progressivamente, com diferenga
estatistica, nos demais tempos analisados.

Na analise morfométrica linear do primeiro molar, e dos trés molares, a perda
Ossea foi significativa no terceiro dia, e a partir do décimo quinto, houve uma
estabilizacao desta reabsorcio.

Na analise morfométrica da area do primeiro molar, e dos trés molares, a perda
ossea foi significativa a partir do sétimo dia, e estabilizou-se a partir do decimo
quinto dia.

E, na metodologia histolégica, a perda 6ssea foi significativa apds o sétimo dia, e

a partir do trigésimo dia estabilizou (Figura 13).
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Figura 12. Cinética da perda 6ssea alveolar para as diferentes analises: (A) Analise radiografica:
(B) Analise morfométrica linear do primeiro molar; (C) Analise morfométrica linear dos trés molares;
(D) Analise morfométrica area do primeiro molar; (E) Analise morfométrica area dos trés molares; (F)
Analise histoldgico.
(*) corresponde ao primeiro tempo com diferenga estatisticamente significante da POA em relagdo ao
GO (ANOVA — Tukey, p<0,05).
(**) corresponde ao tempo em que ocorre a estabilizacdo da POA (ANOVA — Tukey, p>0,05).
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5.4. Cinética da resposta inflamatéria

Foi observado um aumento estatisticamente significativo da atividade enzimatica
da mieloperoxidase até o sétimo dia, representando este o pico de maior atividade.
Apos este tempo experimental houve uma diminuigdo da atividade até o trigésimo
dia, e a partir deste uma estabilizagdo do processo. Na quantificagcdo do 6xido
nitrico foi observado um aumento estatisticamente significativo no sétimo dia, € o
décimo quinto dia foi o pico de maior atividade. Apds este tempo experimental
houve uma diminuicdo da atividade até o trigésimo dia, e a partir deste uma

estabilizagdo do processo (Figura 14).
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Figura 13. (A) Medida da atividade enziméatica da Mieloperoxidase; (B) Medida da quantificacdo
de oxido nitrico.
(*) corresponde ao primeiro tempo com diferenca estatisticamente significante em relagdo ao GO
(ANOVA — Tukey, p<0,05).
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6. DISCUSAO

Quando da impossibilidade de uma metodologia alternativa, o uso criterioso de
modelos animais na pesquisa representa uma importante etapa no entendimento da
etiologia, patogénese e terapéutica de diferentes doencgas, incluindo a doenga
periodontal (DP) (Kantarci et al.** 2015). Neste sentido, cada vez é mais frequente o
desenvolvimento de trabalhos relacionados a DP que envolvem animais. Entre 2012
e 2015 foram publicados no Pubmed mais de 126 artigos, que estudaram aspectos
relacionados a DP em modelos animais (ratos), sendo a metodologia de indugéo por
meio da inser¢cdo de um fio de algodédo (ligadura) na regido cervical de molares, o
meétodo mais utilizado pelos pesquisadores. A DP induzida por ligadura esta
associada ao acumulo bacteriano, sendo as bactérias Gram-negativas envolvidas

no inicio e progressao desta doenca (Oz e Puleo*’ 2011).

S&o varios os parametros usados para avaliar a progressao da DP, com destaque
a perda 6ssea alveolar (POA). Embora a descricdo de indugéo da DP pela técnica
de ligadura seja descrita desde o final da década de 70, de forma interessante, a
literatura é escassa em trabalhos que busquem a caraterizagdo de suas variaveis,
dificultando assim, um planejamento metodoldgico adequado. Em acréscimo, o
estabelecimento da concordéancia de uma metodologia (concordéancia intra e inter-
examinador) é de fundamental importdncia na ciéncia, uma vez que permite a
extrapolacdo dos dados entre estudos. Além disso permite visualizar o viés (o
quanto as diferencas se afastam do valor zero), o erro (a dispersao dos pontos das
diferencas ao redor da média), além de possiveis outliers e tendéncias (Altman e
Bland®® 1983).

Inicialmente este estudo avaliou a POA mediante a metodologia radiografica.
Como resultado, a POA significativa apareceu no terceiro dia, sendo observado um
aumento significativo em todos os demais tempos avaliados. Em relagdo a
concordancia, de forma importante, esta metodologia ndo foi repetitiva
(concordancia intra-examinador) e nem reprodutiva (concordancia inter-
examinadores). Sabe-se que a analise radiografica pode ter algumas limitagcbes em
comparagao a outras analises, como a sobreposi¢do de imagens, o que dificulta o

estabelecimento correto do ponto a ser demarcado (Misch et al.?? 2006). A n3o
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observacao da concordancia desta analise faz dificil a calibracdo dos examinadores

e a extrapolagao de dados entre grupos de pesquisa e estudos.

Em relacdo a metodologia morfométrica, no presente estudo, a POA linear
significativa foi detectada ja no terceiro dia, enquanto na analise da area, a POA foi
significativa somente no sétimo dia. E a avaliagdo de concordancia, demonstrou que
ambas as analises morfométricas (linear e area) apresentaram uma Ootima
concordancia intra e inter-examinador, o que facilita a calibragdo dos examinadores

e a extrapolagao de dados.

Estudos prévios demonstram que a analise morfométrica € uma metodologia
apropriada para avaliar a POA, porque permite quantificar e medir a distancia entre
a juncao amelocementaria (JAC) e o rebordo 6sseo de forma simples e de baixo
custo. Em acréscimo, apresenta uma boa correlacdo entre as duas formas de
analise (linear e area), sendo na mandibula a regido lingual a mais sensivel para
avaliar a POA (Bezerra et al.® 2008, Anbinder et al.’ 2006, de Souza et al.>** 2010,
Verzeletti et al.?® 2007).

Kuhr e colaboradores (2004) afirmaram que apos 15 dias pode ser detectada a
perda 6ssea com a metodologia morfométrica. Outros estudos que também
utilizaram esta metodologia, induzem a DP por 30 ou 60 dias (Aguirre et al.?2012,
Fernandes et al.’>2007, Kuhr et al.® 2004, de Souza et al.>*2010).

Fernandes e colaboradores (2007) afirmaram que tanto o método morfométrico
como o histoldgico sdo capazes e sensiveis em detectar diferencas na perda éssea.
Porém, o método histoldgico pode ter algumas desvantagens se nao for realizado
corretamente, pois podem ocorrer erros durante o processamento histolégico pela
dificuldade de realiza-lo, além de requerer tempos mais longos que as outras
analises, e um custo um mais elevado em comparacdo ao método morfométrico
(Fernandes et al.'2007).

No presente estudo, no método histolégico a perda éssea linear foi significativa a
partir do sétimo dia. E observou-se uma concordancia intra e inter-examinador.

Susin e Rdsing (2003) analisaram mediante histologia a perda éssea linear em ratos
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Wistar, mensurando a distancia entre a JAC e a por¢cdo mais apical da crista 6ssea
interproximal entre o primeiro e o segundo molar. Os tempos reportados na literatura
de avaliagdo de POA por histologia variam de 15 a 60 dias (Semenoff et al." 2008,
Kim e Amar*' 2006, Susin e Rosing® 2003, Castro et al.®® 2015).

A medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase € considerada um
marcador de migracéo de neutréfilos em um local inflamado (Jacob e Nath® 2013).
No estudo atual, observou-se um aumento significativo da MPO até o sétimo dia
(pico de concentragdo), e apods este, uma diminuigdo gradativa, atingindo
basicamente os niveis basais (equiparaveis ao tempo 0) no trigésimo dia. Baseado
neste resultado, para estudos que possuem a MPO como principal variavel do
estudo (Ex. avaliacdo de farmacos com potencial de atual na migracao leucocitaria)
sugere-se um desenho experimental com 7 dias de indugdo, uma vez que com este
tempo ja ha uma POA significativa, independente da metodologia escolhida de sua
analise, e coincide com o pico de atividade deste processo de migracdo. Na
realizacao de tempos inferiores ou superiores de inducao ocorre a possibilidade de
nao observacdo de diferenca significativa entre o grupo sham e controle,

inviabilizando assim a sua analise.

Gomes e colaboradores induziram POA em ratos com ligadura, e observaram um
aumento significativo da atividade da MPO apds sete dias da indugdo da doenga,
eles atribuiram esta resposta ao fato de que a MPO é uma das enzimas liberadas
principalmente por neutréfilos, que representam a primeira linha de defesa contra o

biofilme bacteriano (Gomes et al.®’

2009). Queiroz e colaboradores em um estudo
com ratos concluiram que a MPO é um bom marcador inflamatério em estados
cronicos da DP, e confirmaram a associacdo da alta concentragcdo da MPO em

tecidos inflamados (Queiroz-Junior et al.?® 2009).

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre que também esta presente na resposta
inflamatéria do hospedeiro quando da presenca de uma infeccdo bacteriana
(Herrera et al.? 2011). No presente estudo, o primeiro tempo em que houve um
aumento significativo foi com 7 dias, alcangando o seu pico de concentragdo no
tecido gengival no décimo quinto dia. Apos este tempo, observou-se uma diminuigéo

gradativa de sua concentragao, alcangando niveis basais a partir do trigésimo dia.
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Contrapondo com o achado da MPO, quando a principal variavel de analise é
representada pelo NO, os resultados demonstram que o tempo sugerido para os
estudos é de quinze dias, coincidindo desta forma com o pico de concentracédo do
NO. Especificamente em DP, estudos in vivo e clinicos tem demonstrado maior
expressao de NO em tecidos com doenca periodontal em relacdo a tecidos sadios
(Lappin et al.®® 2000, Batista et al.”® 2002, Skaleric et al.”" 2006).

Analisando os resultados gerais do presente estudo, observa-se que o
conhecimento da cinética da POA, migragao leucocitaria, produgédo de NO, bem
como das demais variaveis, € de extrema importancia para facilitar o planejamento
de estudos futuros que envolvam a DP induzida por ligadura em ratos, além de

permitir um melhor entendimento de resultados obtidos de pesquisas ja realizadas.

Em acréscimo, a realizacdo de testes estatisticos que avaliem a concordéancia
(repetitividade e reprodutibilidade) de uma metodologia permitem aos pesquisadores
a utilizacdo de métodos confiaveis, gerando a possibilidade de extrapolagdo de
resultados entre grupos de pesquisa diferentes, facilitando assim, um maior

conhecimento sobre um determinado assunto, no caso deste projeto a POA.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que as analises: radiografica e morfométrica linear apresentam uma
POA significativa ja no terceiro dia apos a inducdo da POA. Nas analises:
morfométrica da area e histologica a POA significativa ocorre somente apos o
sétimo dia da inducdo da POA. O pico de atividade da MPO ¢é apéds sete dias da

inducao da doencga, enquanto que para o NO, este pico ocorre no décimo quinto dia.

Em acréscimo foi observada uma concordancia de Bland Altman intra e inter-
examinador para as metodologias morfométricas e histologicas. Porém a

metodologia radiografica ndo apresentou concordancia intra nem inter-examinador.
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dssea em ratos através do método de ligadura”.

Interessado — Gilson César Nobre Franco

Data de Entrada - 12/06/2013
Resultado: Aprovado

DatalPrazo - Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
11/06/2015

Consideragdes
Prezado Professor,
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