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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente a influéncia do PTH (1-34)
sobre o reparo 0sseo e osseointegracdo de implantes de titdnio instalados em tibias de
ratas expostas ou nao a inalacdo da fumaca de cigarro. Foram utilizadas 61 ratas Wistar
adultas aleatoriamente divididas em: grupo 1 (n=15) : animais que receberam a
aplicacdo do veiculo necessario para a dissolugdo do hormdnio apds a instalacdo do
implante; grupo 2 (n=16) : inalacdo de fumaca de cigarro (IFC) por 60 dias no pré e
pos-operatorio da colocagao do implante; grupo 3 (n = 17): tratamento do grupo 2
associado a injecdes subcutaneas de 40 pg/kg de PTH sintético (1-34) trés vezes por
semana, apos a colocacdo do implante e grupo 4 (n=13) : injecdes subcutineas de 40
ug/kg de PTH sintético (1-34) trés vezes por semana apods a instalagdo dos implantes.
Os animais foram sacrificados sessenta dias apds a colocacdo dos implantes, secgdes
nao descalcificadas foram obtidas e avaliadas histometricamente, segundo os seguintes
parametros: porcentagem de tecido 6sseo em contato direto com a superficie do
implante (CD), porcentagem de preenchimento 6sseo das roscas do implante (AO) e
porcentagem de tecido mineralizado numa zona de 500 um, adjacente a superficie do
implante (PTM). Os parametros foram obtidos separadamente para regido cortical e
regido medular. Nao foram detectadas diferencas entre os grupos que receberam
aplicagdo de PTH (1-34) (Grupos 3 e 4) em todos os parametros avaliados (p>0,05).
Além disso, o PTH promoveu um aumento significativo no CD, AO e PTM em ambas
as regides, mesmo na presenga de IFC (p<0.05) (exceto para AO na regido cortical).
Uma influéncia negativa da IFC foi observada para o parametro CD na regido cortical,
uma vez que o grupo 2 apresentou os menores valores de CD, seguidos do grupo 1.
Resultados semelhantes foram observados para PTM em ambas as regides analisadas.
Dentro dos limites deste estudo pode-se concluir que a aplicacdo intermitente de PTH
(1-34) ¢ capaz de minimizar os impactos negativos da inalacao da fumaca de cigarro na

osseointegracdo de implantes de titdnio inseridos em tibias de ratas.

Palavras-Chave: cigarro, implantes dentais, PTH (1-34).



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the synthetic parathyroid hormone, PTH (1-34),
can mitigate the effect of cigarette smoke inhalation (CSI) on the bone healing around
titanium implants inserted in rats. 61 female Wistar rats were randomly assigned to one
of four groups: group 1(n = 15): animals that received the application of the necessary
vehicle for the dissolution of the hormone after installation of the implant; group 2 (n =
16): cigarette smoke inhalation (CSI) for 60 days preoperatively and sixty days after
implant placement group 3(n = 17), treatment group 2, associated with subcutaneous
injections of 40 pug / kg of synthetic PTH (1-34) three times a week after implant
placement and group 4 (n = 13): subcutaneous injections of 40 pg / kg of synthetic PTH
(1-34) three times a week after placement of implants. The animals were sacrificed sixty
days after the placement of implants, not decalcified sections were obtained and
evaluated histometrically, according to the following parameters: percentage of bone
tissue in direct contact with the implant surface (BIC), percentage of bone filling the
threads of the implant (BF) and percentage of mineralized tissue in an area of 500 pm
adjacent to the implant surface (BA). The parameters were obtained separately for the
cortical and cancellous bone. No differences were found between the groups that
received PTH (1-34) (Groups 3 and 4) in all evaluations (p> 0.05). In addition, PTH (1-
34) caused a significant increase in BIC, BF and BA in both regions, even in the
presence of CSI (p <0.05) (except for BF in the cortical region). A negative influence of
the IFC was observed for the parameter BIC in the cortical region, as group 2 had the
lowest values of BIC, followed by group 1. Similar results were observed for BA in
both regions analyzed. Within the limits of this study can conclude that the intermittent
application of PTH (1-34) is able to reversing the negative effects of cigarette smoke

inhalation on osseointegration of titanium implants inserted in rats.

Keywords: cigarettes, dental implants, PTH (1-34).
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1 INTRODUCAO

Estudos de longa duragdo t€ém relatado um alto nivel de previsibilidade no
processo de osseointegracao e altas taxas de sucesso clinico na reabilitagdo protética com a
utilizagdo de implantes de titinio (Branemark et al., 1977; Adell et al., 1981). Entretanto,
alguns fatores tém sido relacionados ao insucesso dos implantes osseointegraveis, como o
estado de satde geral, qualidade 6ssea, grau de trauma cirrgico, tabagismo e contaminagao
bacteriana (Esposito et al., 1998). Dentre estes, o consumo de cigarros tem recebido grande
aten¢do por parte dos pesquisadores uma vez que afeta uma significante parcela da
populagdo. Estudos tém relatado uma maior incidéncia de perda de implantes (Bain & Moy,
1993; Gorman et al., 1994; De Bruyn & Collaert, 1994; Bain, 1996; Bain & Moy, 1997,
Esposito et al., 1998; Sennerby & Roos, 1998) ¢ uma maior perda 6ssea ao redor dos
implantes ja osseointegrados em paciente fumantes quando comparados a nao-fumantes
(Haas et al., 1996; Lindquist et al., 1996). Estudos realizados pela area de periodontia da
FOP/UNICAMP revelaram que alguns fendomenos observados histologicamente poderiam
explicar, a0 menos em parte, o pior desempenho dos implantes de titanio em pacientes
fumantes. De maneira geral, observou-se um menor preenchimento dsseo das roscas e uma
menor propor¢do de osso mineralizado na area fora das roscas nos animais que inalaram
fumaga de cigarro (Nociti et al., 2002a e b, César-Neto et al., 2003).

Diante das evidéncias mostrando os prejuizos causados pelo consumo de
cigarros sobre o desempenho clinico dos implantes de titanio, alguns estudos tém buscado
alternativas para minimizar ou reverter este efeito. Bain (1996) testou a influéncia da
interrupgdo temporaria e definitiva do consumo de cigarro sobre as taxas de sucesso de
implantes osteointegraveis. Foi estabelecido um protocolo de suspensdo do consumo de
cigarros no qual os pacientes foram encorajados a de parar fumar por 1 semana antes e 8
semanas apos a colocagdo dos implantes. Os resultados mostraram que o grupo de pacientes
que seguiu o protocolo apresentou resultados semelhantes ao grupo de pacientes nao
fumantes. Resultados histologicos obtidos no laboratorio da area de periodontia da
FOP/UNICAMP concordaram com os achados de Bain (1996) mostrando que apds a

interrup¢do da inalagdo da fumaca de cigarro (definitiva ou temporaria), o padrao dsseo ao



redor de implantes de titanio tornava-se semelhante ao observado em animais ndo expostos
a fumaca de cigarro (César-Neto et al., 2005 a e b). Resultados semelhantes sdo observados
em estudos de diversas areas da saude os quais t€ém relatado que o impacto do fumo em
alguns tecidos ¢ transitorio, ocorrendo sua reversao quando o consumo de cigarros ¢
interrompido (Fielding, 1985, Tomar & Asma, 2000, Ward & Klesges, 2001, Smith et al.,
2003, César-Neto et al., 2005¢c, César-Neto et al., 2006b). Embora esta medida seja
positiva, os indices de sucesso dos pacientes que buscam abandonar o tabagismo, os quais
variam entre 30% e 40 % apds 1 ano mesmo com acompanhamento especializado e uso de
medicacgdo, limitam a utilizagdo clinica deste tipo de protocolo. Por outro lado, alguns
estudos clinicos tém relatado taxas de sucesso semelhantes entre fumantes e nao-fumantes
quando implantes de superficie tratada sdo instalados nestes pacientes (Lambert et al.,
2000). Os resultados histologicos obtidos por Stefani et al. (2002) também sugeriram um
beneficio do uso de superficies tratadas na presenca de componentes do tabaco. Entretanto,
mais estudos e com um periodo maior de acompanhamento sdo necessarios para se
estabelecer o real efeito do uso de implantes com superficie tratada em pacientes fumantes.
Portanto, a busca por alternativas vidveis que minimizem os efeitos do fumo
sobre os implantes continua aberta. Sabendo da importancia que o tecido 6sseo ao redor dos
implantes exerce sobre o desempenho dos mesmos e do efeito que a fumaga de cigarro tem
sobre este tecido, a utilizagdo de drogas que atuam estimulando a formagdo 6ssea merece
ser investigada. O PTH ¢ o maior controlador do metabolismo orgénico de calcio e fosfato
e organiza, por meio de remodelacdo dssea, o fluxo desses minerais nos ossos e rins. O
PTH tem sido muito explorado, principalmente por suas propriedades no tratamento da
osteoporose.Administrado de maneira continua promove reabsor¢ao dssea, porém, seu uso
intermitente € altamente anabolico para o tecido 6sseo ( Cosman & Lindsay, 1998). Na area
odontolégica, estudos revelaram que a administragdo intermitente de PTH (1-34) diminui
significantemente a perda 6ssea promovida pela periodontite induzida por ligaduras em
ratos normais (Silva et al.,2005) ¢ em ratas ovariectomizadas (Marques et al., 2005).
Shirota et al. (2003) avaliaram o efeito do hormonio paratireoideano (1-34) no tecido dsseo

apods a colocacao de implantes de titdnio em tibias de ratas ovarectomizadas. Seus achados



sugerem que a aplicagdo intermitente de PTH (1-34) pode prevenir a reabsor¢do Ossea
trabecular ao redor de implantes ¢ aumentar o volume 6sseo perdido apos a ovarectomia.

Um estudo de Skripitz et al. (2005) mostrou que o PTH parece ter um efeito de
formacao Ossea por agir na estimulacdo de osteoblastos. Também ¢ considerado o mais
efetivo quando comparado a outros inibidores de reabsor¢cao 6ssea como o alendronato,
residronato, etidronato ¢ raloxifeno (Neer et al., 2001). Relatou-se, ainda, que o PTH (1-34)
ndo aumenta a incidéncia de tumores e ndo apresenta efeitos mutagénicos ou toxicos
(Morley et al.,1997; Mohan et al.,2000; Neer et al.,2001) ou qualquer efeito colateral,
dados estes confirmados por estudos envolvendo aproximadamente 1000 pacientes tratados
com PTH (1-34) por 3 anos (Horwitz et al.,2000).

Em vista da auséncia de estudos em modelo animal que avaliem de maneira
sistematica o efeito do PTH (1-34) na presenca ou ndo dos componentes da fumaca de
cigarro, o presente estudo tem como objetivo avaliar histometricamente a influéncia do
PTH (1-34) sobre o reparo 6sseo e osseointegracdo de implantes de titdnio instalados em

tibias de ratas expostas ou ndo a fumaca de cigarro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPLANTES DENTAIS DE TITANIO

A partir dos estudos iniciados por Branemark et al. (1969) foram desenvolvidos
os implantes de titanio, os quais se mostravam capazes de formar uma unido resistente com
0 0sso alveolar sem causar reagoes adversas nos tecidos o0sseos e orais. Tal caracteristica
possibilitaria que os mesmos servissem de ancoragem para elementos protéticos colocados
em funcdo mastigatoria. Algumas caracteristicas inerentes ao titdnio, como a alta
resisténcia mecanica para suportar a forca mastigatoria, a capacidade de formacao de uma
camada de 6xidos extremamente estavel e a auséncia de corrosdo galvanica, quando em
contato com outros metais, foram descritas por Parr et al.(1985) como pontos essenciais
que tornam o titdnio o material de escolha para implantes dentais.

Em 1977 Branemark et al. apresentaram um estudo clinico longitudinal de 10
anos, onde relataram altas taxas de sucesso, alcancando 99% para os implantes instalados
na mandibula e 76% na maxila, mesmo apoés a instalagao das proteses.

Adell et al. (1981) acompanharam 2768 implantes por um periodo de 15 anos,
encontrando altas taxas de sucesso. Os implantes mandibulares obtiveram um indice de
sucesso de 91%, enquanto na maxila esse indice foi de 81%. Em 89% dos casos, as proteses
maxilares mantiveram-se estaveis, ja as proteses mandibulares estiveram estaveis em 100%
dos casos.

Devido a alta previsibilidade do sucesso dos implantes de titdnio foram
desenvolvidos estudos como o de Zarb & Schmitt (1990) que relataram 89% de sucesso de
implantes sob proteses avaliados durante quatro e nove anos. Weyant (1994) relatou 96,1%
de éxito em implantes num periodo de cinco anos. Lindquist et al. (1996), através de
avaliagdes apods 1, 10 e 15 anos do carregamento protético, demonstraram taxas de sucesso
de 99,3%; 98,9% ¢ 98,9%, respectivamente. Jones et al. (1999) relataram taxa de sucesso
de 92,8% para implantes de titanio bem sucedidos antes da instalagcdo da protese e 95,3%
apos colocagdo da carga protética. Naert et al. (2000) encontraram uma taxa de sucesso de

93% apos 11 anos de acompanhamento, enquanto Merickse-Stern et al. (2001) relataram



91,4 % para implantes em funcdo apds 10 anos de observagdo. E mais recentemente,
Schwartz-Arad et al. (2002) demonstraram taxas de sucesso de 98% antes da instalagdo de
proteses. Outros acompanhamentos clinicos confirmaram as altas porcentagens de
estabilidade em curto e longo prazo, variando de 89% a 98,9%, por periodos que se
estenderam de trés a quinze anos (Lindquist et al., 1996, Jones et al., 1999, Van
Steenberghe et al., 2003).

2.2 ETIOLOGIA DO INSUCESSO DOS IMPLANTES DENTAIS

Apesar de inimeros trabalhos demonstrarem taxas de sucesso acima de 90%
para os implantes dentais, uma porcentagem de insucesso ainda persiste. Em virtude de tal
fato, estudos vém sendo desenvolvidos, objetivando esclarecer os motivos para o fracasso
de um implante. Diversos fatores tém sido relacionados com as falhas dos implantes
osseointegraveis. Esposito et al. (1998) classificaram esses fatores como: exdgenos, que
podem estar relacionados tanto a experiéncia e técnica do operador, como a
biocompatibilidade do material, caracteristicas superficiais e desenho do implante;
enddgenos locais, que se relacionam a quantidade e qualidade Ossea, localizagdo anatdmica
e presenca de enxertos no leito receptor; e endogenos sist€émicos, que dizem respeito a
idade, genética, estado de satde e habitos do paciente. No inicio dos estudos em
implantodontia, as falhas foram muito relacionadas ao biomaterial empregado. Entretanto,
os materiais mais utilizados atualmente para a confec¢do de implantes dentais (Ti c.p.,
Ti6Al14V, HA e AI203) mostram grande biocompatibilidade e ndo apresentam esse tipo de
problema (Esposito et al., 1998).

Quanto ao ato operatorio, a experiéncia e a habilidade do operador tém
demonstrado influenciar o resultado da terapia. Morris et al., em 1997, relataram que a
falha precoce de implantes (antes da instalagdo de protese) pode ser duas vezes maior para
profissionais com experiéncia de colocagdo inferior a cinqiienta implantes. Lambert et al.
(1997), analisando a curva de aprendizado para a colocagdao de implantes, observaram que a
taxa de falha precoce nos nove primeiros implantes era duas vezes maior que nos colocados

apos este periodo de treinamento.



Ainda no que se refere ao ato operatdrio, estudos tém demonstrado que a
técnica utilizada, a contaminagdo bacteriana e o trauma cirurgico (calor e torque excessivo)
podem gerar prejuizos na reparagdo 0ssea ao redor de implantes dentais. Smith et al. (1992)
sugeriram que a colocacao de multiplos implantes requer um maior tempo operatorio, o que
poderia ocasionar a contaminagdo bacteriana e conseqiiente diminuicdo dos indices de
sucesso, em virtude da correlagdo positiva encontrada entre o numero de implantes
colocados e o risco de falhas. Quanto ao trauma cirurgico, uma zona de 0sso necrotico
circundando o implante pode ser formada, sendo que a extensdo dessa zona esta
diretamente relacionada com o grau de injiria promovido pelo operador. Para que haja a
reparagdo Ossea, primeiramente ocorre a reabsorcdo dessa por¢ao necrética, podendo
resultar em uma menor propor¢do de contato osso-implante (Iver et al., 1997; Eriksson et
al., 1982).

A anatomia e a qualidade 6ssea do sitio receptor constituem dois dos principais
fatores locais relacionados as falhas de implantes. Altas taxas de insucesso (37%) foram
encontradas por Jaffin & Berman (1991) para implantes colocados em osso tipo IV,
enquanto apenas 3% dos implantes colocados em ossos dos tipos I, II e III falharam.
Corroborando com esses achados, Friberg (1994), por meio de estudo retrospectivo, avaliou
mais de 4000 implantes, concluindo que mandibulas com pobre qualidade 0ssea apresentam
risco para a estabilidade inicial do implante, podendo conferir maior insucesso aos
implantes. As maiores taxas de falhas t€ém sido relatadas para o segmento posterior da
maxila e mandibula, o que pode ser parcialmente explicado pela qualidade 6ssea e forgas
oclusais que essas regides recebem (Esposito et al., 1998). Existem indicios de que algumas
condi¢des sistémicas podem influenciar os resultados da terapia com implantes. O estado
nutricional e algumas doengas como as osteometabolicas, reumatoldogicas, hormonais,
liquen plano, alteracdes de neutrofilos e alteragdes imunoldgicas parecem influenciar no
resultado dos implantes (Adell, 1992). Segundo Roberts et al. (1992), as desordens
osteometabolicas que apresentam potencial para afetar pacientes implantados incluem a
osteodistrofia renal, osteomaldcia, doenga de Paget e osteoporose, pois resultam em

estrutura 6ssea desfavoravel para a insercao de implantes.



Apesar de Weyant (1994) nao ter observado uma correlagdo negativa entre a
sobrevida dos implantes em pacientes com diabetes que recebiam estrégeno e que estavam
em tratamento com corticoesterdides, ¢ consenso que um estado de saude geral
comprometido tem um impacto negativo na sobrevida dos implantes (Proceedings of the
World Workshop in Periodontics, 1996).

O tabagismo tem sido conhecido com um fator pré-disponente para o insucesso
de implantes dentais (Van Steenberghe et al. 2002; Schwartz-Arad et al. 2002). Jones &
Triplett (1992) verificaram baixa taxa de reparo 6sseo em implantes associados a enxertos
em fumantes. A taxa de sobrevivéncia de implantes varia de 80 a 100% em fumantes e de
93 a 98% em ndo fumantes (De Bruyn & Collaert 1994; Lindquist et al. 1996; Jones et al.
1999; Lambert & Morris 2000; Schwartz-Arad et al. 2002; Chuang et al. 2002; McDermott
et al. 2003; Moy et al. 2005).

Estudos tém demonstrado que os pacientes fumantes apresentam um maior
indice de insucesso nas reabilitagdes com implantes (Bain & Moy, 1993; Wallace, 2000;
Rocci et al. 2003) e que estes apresentam maior perda Ossea ao redor dos implantes ja
osseointegrados (Haas et al., 1996; Lindquist et al., 1997). Além disso, os pacientes
fumantes apresentaram menor grau de sucesso em implantes colocados em seios maxilares
que receberam enxertos (Kan et al., 1999).

Lindquist et al. (1996, 1997) avaliaram a taxa de sucesso dos implantes em
funcdo apods 25 anos. Os autores encontraram taxa de sucesso 98,9%. O tabagismo foi o
principal fator de perda 6ssea marginal, em especial quando associado a ma higiene bucal, e
principalmente em dentes anteriores. Pacientes fumantes com ma higiene bucal perderam
em média trés vezes mais 0sso marginal que ndo fumantes ap6s 10 anos, num padrao dose-
dependente.

Jones et al. (1997) compararam as falhas precoces de implantes recobertos por
plasma-spray de titanio ou hidroxiapatita e perceberam que 9% dos pacientes ndo fumantes
apresentaram insucesso, contra 26% dos pacientes fumantes. Os autores concluiram que o
histérico de consumo de cigarros exerce um papel importante nas falhas precoces dos

implantes, independente de suas caracteristicas superficiais.



Alsaadi et al. (2007), num estudo retrospectivo, verificaram a influéncia de
fatores locais e sistémicos sobre a taxa de insucesso de implantes. Incluiram no estudo 2004
pacientes com um total de 6946 implantes do sistema Branemark. A taxa global de falha
foi de 3,6% e fatores como o tabagismo, osteoporose, doenga de Crohn fora associados a
falha precoce dos implantes. Mais uma vez, Alsaadi et al (2008) avaliaram a influéncia de
fatores sistémicos e locais sobre a taxa de insucesso de implantes. No entanto, foram
utilizados implantes TiUnite (superficie tratada por oxidagdo eletroquimica). Foram
incluidos no estudo, 283 pacientes que receberam um total de 720 implantes TiUnite.
Verificou-se uma taxa global de falha de 1,9% e houve uma maior tendéncia de falhas
diante de lesdes apicais, tabagismo, terapia de reposi¢do hormonal, problemas gastricos,
doenga de Crohn, diabetes mellitus tipo 1 e esterectomia radical.

Sverzut et al.,(2008), em uma avaliagdo retrospectiva da taxa de perda precoce
de 1628 implantes inseridos em pacientes fumantes e nao fumantes, observaram que o uso
do tabaco levou a uma perda de 3.32% dos implantes instalados comparado a 2.81% em

pacientes nao fumantes.

2.3 INFLUENCIA DA FUMACA DE CIGARROS E SEUS COMPONENTES

Em 1993 Broulik & Jarab estudaram a influéncia da nicotina sobre a
concentracdo Ossea mineral em ratos, onde foram incluidos 32 animais divididos em 4
grupos iguais e submetidos ao seguinte tratamento: A - controle, B - nicotina, C - castragdo
e D - castracdo e nicotina. Apds 56 dias, os animais foram sacrificados e o fémur analisado.
Os resultados revelaram que os animais dos grupos B e D apresentaram uma significante
reducdo na densidade 6ssea e no componente dsseo mineral, quando comparados aos outros
grupos.

Ueng et al., 1997 estudaram o efeito da fumaca de cigarro sobre o reparo 6sseo
de tibias de coelhos submetidas a um procedimento cirurgico de distragdo osteogénica.
Foram utilizados 38 animais divididos em grupo teste (fumaca de cigarro) e controle. A
tibia direita de cada animal foi alongada 5,0mm. Foram sacrificados 5 animais de cada

grupo 4, 6 e 8 semanas pds-operatdrias para os testes de resisténcia mecanica, e 1 animal de



cada grupo foi sacrificado 2, 4, 6 e 8 semanas pds-operatorias, para as analises histologicas
de reparo 6sseo. Os resultados demonstraram que os animais submetidos a fumaga de
cigarro obtiveram menor resisténcia no teste mecanico e que, histologicamente, a
reabsor¢do do tecido de granulagdo, formagao d6ssea e remodelagdo foram prejudicadas.
Num estudo seguinte, Ueng et al., 1999 foi avaliado o efeito da fumaca de
cigarro sobre a densidade 6ssea mineral em coelhos apds um procedimento cirargico de
distracdo osteogénica da tibia. Foram utilizados 12 coelhos divididos em grupo teste
(fumaga de cigarro) e controle e sacrificados 6 semanas ap6s arealizag@o das cirurgias. Os
resultados mostraram que a fumaca de cigarro diminuiu a resisténcia a tor¢do e a densidade
mineral. Hollinger et al., 1999 avaliaram o efeito da nicotina sobre o reparo 6sseo em ratos
que receberam enxerto dsseo autdégeno. Para isso, foram criados defeitos bilaterais (4,0mm
de diametro) na regiao parietal de 60 animais, nos quais o lado esquerdo servia como leito
doador e era deixado cicatrizar espontaneamente, e o lado direito recebia o enxerto. Parte
da amostra recebeu nicotina em 3 concentragdes distintas (12,5mg/ml, 25mg/ml e
50mg/ml) e foi comparada com animais que ndo receberam nicotina. Os resultados
revelaram que ndo houve diferenca no reparo osseo dos defeitos que receberam enxerto
autdgeno, entretanto a nicotina influenciou negativamente o reparo dos leitos doadores.
Também em 1999, Fung et al. investigaram o efeito da nicotina sobre o 0sso € o0s
hormoénios calciotropicos de ratas adultas velhas. Foram utilizados no experimento 30
animais divididos em 3 grupos: A — solugdo salina fisiologica, B — nicotina numa dosagem
de 3mg/Kg/dia através de bomba osmética (n=10) e C — nicotina numa dosagem de
4,5mg/Kg/dia através de bomba osmotica (n=11). Apds 3 meses de administracdo de
nicotina, os ratos do grupo C mostraram uma menor area vertebral, menor densidade
mineral e uma taxa de aposi¢ao dssea endocortical mais baixa quando comparados aos do
grupo A. Nociti et al. (2000) analisaram o papel da nicotina na progressdo da periodontite
induzida por ligaduras em ratos. Para isso, foram utilizados 20 ratos divididos em 4 grupos,
1 controle e 3 testes que receberam as seguintes concentragdes de nicotina por ml de
solugdo fisiologica: 0,13ul, 0,19ul e 0,26pul. Concluiu-se que a nicotina potencializou a

progressao da doenga periodontal num padrao nao dose-dependente.



Num estudo subsequente realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores, Nociti
et al. (2002 a) utilizaram a mesma metodologia para avaliar a influéncia de outras dosagens
de nicotina na progressdao da doenca periodontal em ratos (0,37; 0,57 e 0,73 mg de
nicotina/Kg). Os resultados desse estudo mostraram um efeito dose-dependente da nicotina
sobre a progressao da doenga periodontal e também observou-se que a nicotina parece ter
uma ag¢ao deletéria direta sobre os tecidos periodontais. Além disso, a fumaga de cigarros
interfere negativamente no reparo e densidade 6ssea ao redor de implantes de titanio
inseridos em tibias de ratos analisadas histometricamente (Nociti et al., 2002 a e b) e que a
nicotina ¢é responsavel por parte deste efeito (César-Neto et al., 2003). Estudos
radiograficos (César-Neto et al., 2005 a e b) e histologico (César-Neto et al., 2006)
mostraram que além de influenciar negativamente o reparo Osseo, a fumaga de cigarro
também promove uma diminui¢do na densidade do tecido 6sseo que ndo sofreu nem um
tipo de lesdo e estd em fungdo normal, e que esse efeito ¢ revertido com a interrupg¢ao da
exposicao a fumaca. A reversibilidade dos efeitos da fumaca de cigarro foi também
observada no tecido 6sseo ao redor de implantes inseridos em tibias de ratos (César-Neto et
al., 2005 c e d).

Apesar de todas as evidéncias, a influéncia da nicotina no reparo dsseo continua
controversa. Zheng et al. (2008) avaliaram os efeitos da nicotina na perfusdo sanguinea,
angiogénese ¢ formagao Ossea de coelhos durante o procedimento de distragcdo osteogénica.
A perfusdo sanguinea foi avaliada através do monitoramento do Laser Doppler e
imunohistoquimica e a formacao 6ssea foi avaliada por exames radioldgico, histologico e
imunohistoquimico. Os resultados mostraram que a exposicdo a nicotina aumentou a
densidade dos micro-capilares, mas diminuiu o fluxo sanguineo e a formagao dssea. Sendo
assim, os autores concluiram que a nicotina compromete a regeneragao 6ssea possivelmente
por causar isquemia e pelo efeito inibitorio direto nas células osteoblasticas. A exposi¢cdo a
nicotina aumenta a angiogénese, mas ndo consegue compensar o efeito adverso na
vasoconstri¢ao.

O numero de evidéncias investigando os mecanismos pelos quais o tabagismo
interfere sobre o reparo 6sseo ¢ limitado e, além disso, mais estudos sdo necessarios para

uma melhor compreensdo destes fendmenos, uma vez que outros genes podem estar
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envolvidos neste processo e outras substancias presentes na fumaca do cigarro, além da

nicotina, podem interferir em sua agdo como um todo.

2.4 PTH (1-34): FISIOLOGIA E MECANISMO DE AGAO

O PTH (paratorménio) ¢ um hormonio protéico sintetizado pelas paratiredides
com 84 aminoacidos em sua forma final. Apos sua sintese, este permanece armazenado em
vesiculas de secrecdo e pode sofrer metabolizacdo intracelular, sendo que os fragmentos
amino-terminais sdo degradados e os fragmentos carboxi-terminais de tamanhos variados
sdo liberados para a circulagdo, juntamente com a forma ativa (1-84). A a¢do do PTH se faz
diretamente sobre o 0sso € o rim e, indiretamente, sobre o intestino, elevando o fluxo de
calcio para a circulacdo. Seus efeitos bioldgicos conhecidos se fazem através de um
receptor de membrana acoplada a proteina G, que compartilha com o PTH related protein
(PTHrp), denominado receptor PTH/PTHrp tipo I ou PRPI (1)( Usdin et al.,1999). Com
sequéncia e estrutura molecular muito semelhantes ao PTH em sua por¢do amino-terminal,
o PTHrp se liga ao mesmo receptor do PTH, na cartilagem, no osso ¢ no rim. O PTHrp
possui agdes endocrinas especialmente durante a vida fetal, quando ¢ responsavel pela
manuten¢do dos niveis de calcio do feto. Apds o nascimento, as paratirdides iniciam a
sintese de PTH e este assume o controle sobre a calcemia. A produc¢ao do PTHrp ¢ mantida
em diversos tecidos normais, tais como epitélios, tecidos mesenquimais, glandulas
endocrinas e tecido nervoso central, demonstrando fungdes bioldgicas proprias
(Strewler,2000).

Desde 2002 a terapia anabolica da teriparatida tem sido indicada como droga
para pacientes que apresentam osteoporose € alto risco de fraturas vertebrais (MacDonald
& Peters, 1986; Dempster et al., 1993; Nishida et al., 1994; Dobnig & Turner, 1995;
Ejersted et al., 1995). Esta ac@o anabolica se deve ao aumento do niimero de osteoblastos
que parece ser decorrente de uma resposta dos osteoblastos maduros ao tratamento com o
PTH em locais de remodelacao 6ssea (Swarthout et al., 2002), da diferenciacdo de células
osteoprogenitoras da medula 6ssea, da ativacdo dos osteoblastos de revestimento (Dobnig

& Turner, 1995) ou ainda, do estimulo da proliferacdo de osteoblastos maduros (Partridge

11



et al., 1985). As mais variadas pesquisas indicam o PTH como uma molécula soluvel capaz
de sintetizar colageno (Jilka et al., 1999) e formar um tecido 6sseo histologicamente normal
¢ biomecanicamente forte (Whitfield et al., 1999) vém sendo amplamente preconizadas
tanto por estudos clinicos em animais (Hock et al., 1988; Hori et al., 1988; Li et al., 1999;
Kimmel et al., 1993; Qi et al., 1995; Brommage et al., 1999; Jilka et al., 1999) quanto em
humanos (Reeve et al., 1980; Slovik et al., 1986; Dempster et al., 1999; Fujita et al., 1999;
Dempster et al., 2001; Neer et al., 2001) estabelecendo-se, deste modo, uma atividade
anabolica para o PTH no metabolismo do esqueleto (Dempster et al., 1993).

Existem relatos que relacionam a ag¢do anabolica do PTH a uma possivel
manuten¢do dos osteoblastos pela inibicdo da sua apoptose (morte celular programada)
(Hock, 1988), uma vez que este fato parece ser o destino da maioria destas células (Jilka et
al., 1998), considerando-se que 50 — 70% dos osteoblastos entram em apoptose ¢ apenas a
minoria se transforma em ostedcitos ou células de revestimento 6sseo (Hill et al., 1997).
Ap6s administragdo de 25 pg de hPTH (1-34) subcutdneo diariamente, ou seja,
intermitentemente, durante 3 anos em mulheres menopausadas com osteoporose e
recebendo terapia de reposi¢do hormonal, Lindsay et al., (1997) obtiveram aumentos
significativos de massa 0ssea vertebral € menor incidéncia a novas fraturas. Neer et al., em
2001, em um trabalho realizado com 1.637 mulheres p6s-menopausadas com fraturas
vertebrais prévias, encontraram resultados também muito significativos no emprego do
PTH subcutaneo intermitentemente como forma de tratamento no aumento de massa dssea
e na redugdo aos riscos de fratura 6ssea. Tais resultados consagraram injecdes subcutineas
diarias deste peptideo como realidade terapéutica anabolica para o tecido 6sseo (Vieira,
2002).

Em relacdo ao mecanismo de agdo do PTH (1-34), acredita-se que ele age no
osteoblasto por intermédio de um unico receptor transmembrana, o PTHIR (Abou-Samra et
al., 1992), que esta caracteristicamente acoplado a proteinas ligantes de guanosina trifosfato
(proteinas G) (Swarthout et al., 2001; Jilka et al., 2007), desencadeando uma série de
reagdes em cascata capazes de causar alteragdes na estrutura e fungdo de proteinas alvo,

relacionados a reabsor¢do ou a formacao oOssea (Parfitt, 1976). O PTHIR ¢ um receptor
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acoplado a proteina G(GPCR) ou classe II ou receptor da familia B (Kolakowski, 1994
apud Mannstad et al., 1999).

A ativagdo dos osteoblastos pelo PTH (1-34) resulta na expressao de genes
importantes para a degradagdao da matriz, a producdo de fatores de crescimento e a
estimulacao dos osteoclastos. Seus efeitos bioldgicos conhecidos se fazem por meio de um
receptor de membrana acoplado a proteina G que estimula a adenil-ciclase elevando as
concentracdes de AMPc e o sistema da proteina-quinase A (PKA), enquanto que o receptor
acoplado a proteina Gq ativa a fosfolipase C, a proteina-quinase C (PKC) e o metabolismo
dos inositois-fosfatos (Goltzman D.,1999). O equilibrio entre esses dois sistemas permite o
efeito biologico global do PTH e a via da Ac/AMPc/PKA que ativa o sistema da PKC tem
se mostrado importante para a funcdo osteoblastica quando o PTH (1-34) ¢ fornecido de
maneira intermitente. Isso sugere que o sistema da PKC participa da transcricdo protéica
associada ao aumento da massa dssea com PTH (1-34) intermitente (Goltzman D.,1999;
Kousteni & Bilezikian, 2008).

De forma geral, o PTH (1-34) induz a expressao de genes relacionados a fatores
de crescimento como IGF-1, IGF-2, TGF-B (transforming growth factor beta). Além do
que, o PTH (1-34) induz a produ¢édo de IGF binding protein (IGFBP), como IGFBP-1, -3, -
4 ¢ -5 (Goltzman D.,1999; Rosen CJ & Rackoff PJ.,2001). Esses fatores de crescimento
agem recrutando células pré-osteoblasticas, derivadas das células estromais da medula
ossea, ¢ induzem a diferenciacdo e maturacao destas em osteoblastos maduros, capazes de

sintetizar colageno em grande quantidade (Goltzman D.,1999).

2.5 PTH (1-34): ESTUDOS EM ANIMAIS

Skripitz et al., 2000 avaliaram a formagdo do calo 6sseo ao redor de uma
camara de titanio inserida em tibia de ratas. Apds a cirurgia os animais receberam
aplicacdes de PTH (1-34) nas dosagens de 15, 60 e 240ug/Kg/dia por um periodo de 42
dias. De acordo com os resultados deste estudo os autores concluiram que o PTH (1-34)

aumentou a densidade 6ssea medular em 90%,132% e 173% conforme a dose de aplicacdo.
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Os autores sugerem que um efeito benéfico € possivel mesmo nos grupos que receberam
baixas doses.

Posteriormente, Skriptz et al., 2001, estudaram a estabilidade de unido entre
uma placa ortopédica de titanio e o tecido 6sseo inserida na tibia esquerda de 20 ratos
machos divididos em dois grupos, um que recebeu 60ug/ kg de PTH (1-34) e outro, uma
solucdo placebo aplicada diariamente por um periodo de 4 semanas. Foi realizado um teste
de tensd@o de unido osso-implante e os autores concluiram que o PTH (1-34) tem a
capacidade de aumentar em mais que o dobro a for¢a de unido osso-implante.

Shirota et al.,2003 avaliaram os efeitos sobre o tecido 6sseo ao redor de
implantes de titdnio inseridos em tibias de ratas ovarectomizadas. Os animais foram
divididos em trés grupos e apds 30 dias da cirurgia de colocagao dos implantes iniciou-se a
aplicacao de 30ug/Kg de PTH (1-34) trés vezes por semana. Nos dias 7,14, 28 e 56 seis
ratas por grupo foram mortas e feitas as avaliacoes histométricas. Os resultados
demonstraram que o volume da densidade ossea so6 foi alterado apds o 28° dia de aplicacao
do PTH (1-34) e que esta medicacdo ndo so previne a reabsor¢ao 6ssea como também pode
trazer um volume adicional de osso em ratas ovarectomizadas.

lida-Klein et al., 2007 avaliaram as formas de aplicagao diaria e ciclica do PTH
(1-34) por um periodo de 4 semanas. Os animais foram divididos em 3 grupos.: inje¢des
diarias de veiculo , inje¢des diarias de PTH (1-34) e um regime onde foi alternada a
aplicagdo do PTH (1-34) e veiculo, por um periodo de 7 semanas. Os autores observaram,
por meio de histometria da coluna vertebral e fémur, que os regimes didrio e ciclico
melhoraram a microarquitetura tanto do osso cortical quanto do medular.

Jung et al., 2007 utilizaram o PTH (1-34) em defeitos Osseos ao redor de
implantes. Foram utilizados seis cdes que receberam um total de 48 implantes cilindricos
que foram instalados 7 meses apos a extragao dental. Durante a instalagdo dos implantes foi
confeccionado um gap entre o implante e o tecido dsseo de 1,5 mm. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos: (1) animais que receberam uma matriz de polietileno
mais 20ug/Ml de PTH (1-34) , (2) animais que receberam somente a matriz de
polietileno,(3) animais que receberam apenas osso autégeno e (4) animais que nao

receberam nada. Os resultados demonstraram que ap6s avaliagdes de 4 e 12 semanas nao
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houve diferenca estatistica entre ao grupos que receberam PTH (1-34) e o grupo que
recebeu osso autdogeno, demonstrando assim a possivel utilizagdo do PTH (1-34) nos
processos de regeneragio Ossea.

Ohkawa et al., 2008 utilizou implantes tratados com hidroxiapatita em ratas
ovarectomizadas e que receberam aplicacdo intermitente de PTH (1-34). Foram avaliadas
quanto a fixacdo dos implantes inseridos nas tibias dos animais € o volume 6sseo formado
ao redor dos implantes em dois tempos de avaliagdo de 2 e 4 semanas. Os resultados
demonstraram resisténcia de tragdo superior no grupo que recebeu implante mais PTH (1-
34), porém nao foram observadas diferencgas estatisticas em relagdo ao volume 0Osseo
formado ao redor do implante para todos os tempos avaliado. Os autores sugerem que o
PTH (1-34) pode ser favoravel na fixagdo inicial de implantes com hidroxiapatita em
pacientes com osteoporose.

Recentemente, Skripitz et al. (2009) compararam os efeitos sobre a formagao
ossea ao redor de um prisma de polimetilmetacrilato inserido em tibias de 36 ratas
ovarectomizadas que receberam alendronato e PTH (1-34) por um periodo de 2 semanas.
Ap6s avaliagdo histométrica os autores observaram que os animais que receberam PTH (1-
34) apresentaram maior densidade Ossea e maior contato osso implante quando comparado
ao grupo que recebeu alendronato e placebo.

Mair et al. ,2009, em um estudo em ratas, relacionaram a idade dos animais, 8
meses ¢ 2 meses de vida, com os efeitos anabolicos do PTH (1-34) . Foram colocados
implantes de titanio na tibia das ratas e logo apoOs a cirurgia os animais comecaram a
receber a aplicacao de 60pg/Kg 3 vezes por semana por 4 semanas ou aplicacao de injegoes
de veiculo no mesmo volume. Apds 4 semanas os animais foram sacrificados e as amostras
enviadas para avaliagdo histologica, onde os autores observaram que a terapia com PTH (1-
34) parece ser mais eficaz na dsseo integracdo em ratas adultas quando comparadas as
ratas jovens, levando a crer na possivel influencia da idade no desenvolvimento de terapias

farmacoldgicas para melhorar o processo de dsseo integragao.
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2.6 UTILIZAGAO CLINICADO PTH (1-34)

Estudos clinicos foram realizados para avaliar a eficacia do PTH (1-34) na
reducdo de fraturas e sua a¢do na densidade 6ssea mineral. Neer et al.,2001 avaliaram o
efeito do PTH (1-34) em 1.637 mulheres com menopausa e fraturas vertebrais sobre a
densidade Ossea mineral. Foi administrada uma dose que variou entre 20 e 40pg/dia nos
grupos teste e apenas o veiculo para dissolugdo da droga para o grupo controle, por um
periodo de 18 meses. Os resultados mostraram, no exame da densidade 6ssea mineral, que
os tratamentos com PTH (1-34) foi capaz de aumentar a densidade 6ssea em média 9% e
13% e reduziu o risco de fraturas vertebrais em 65% e 69%.

Em 1999, Lindsay et al. estudaram o efeito clinico do PTH (1-34) 25ug/dia em
17 mulheres que estavam fazendo reposicdo hormonal comparado com mulheres que
faziam apenas reposi¢do hormonal. Os autores observaram que as mulheres que receberam
a terapia hormonal mais o PTH (1-34) apresentaram uma maior densidade dssea mineral
quando comparado ao grupo sem PTH (1-34) e observaram uma redugdo significante da
incidéncia de fraturas vertebrais.

Posteriormente, Cosman et al . em 2001 avaliaram 280 pacientes com
osteoporose que estavam fazendo terapia de reposicdo estrogénica por pelo menos 1 ano.
Os autores associaram a esta terapia o uso do PTH (1-34) 25ug/dia a um grupo de 140
pacientes. Os resultados demonstram que houve um aumento na densidade 6ssea mineral e
diminuigao significante do risco de fraturas vertebrais no grupo PTH (1-34) apos 36 meses
de terapia. Desta forma, observaram que o incremento da densidade 6ssea nos diferentes
locais estudados ndo seria transitorio e sim prolongado.

Em 2004, Ettinger et al. avaliaram os efeitos do PTH (1-34) 20ug/dia em
pacientes que faziam uso do alendronato ou raloxifeno por um periodo de avaliacdo de 18
a 36 meses. Os resultados deste estudo demonstraram que as pacientes que fizeram uso do
raloxifeno prévio ao PTH (1-34) obtiveram maiores valores de densidade dssea mineral
quando comparadas as pacientes que fizeram uso do alendronato prévio ao PTH (1-34).

Bauer et al. (2006) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a relagdo

entre as mudangas celulares antes e ap6s a terapia com PTH (1-34) em pacientes que ja
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faziam o uso de alendronato, além de mudangas na densidade 6ssea mineral. Os pacientes
foram divididos em trés grupos os que faziam uso somente do alendronato, grupo que s6
recebeu PTH (1-34) e grupo placebo. De acordo com os resultados deste estudo os autores
observaram um aumento dos marcadores de colageno tipo I com uma maior densidade
ossea mineral no grupo que recebeu PTH (1-34) apds avaliagdo de 1 ano.

Recentemente, File Deal (2009) em um artigo de revisdo sobre o uso clinico do
PTH (1-34), os autores demonstraram que esta terapia anabdlica ¢ capaz de aumentar a
densidade 6ssea e reduz o risco de fraturas vertebrais e ndo vertebrais. Para estes autores o
PTH (1-34) parece ser superior no tratamento de osteoporose induzida pelo uso de

glicocorticoide.
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3 PROPOSICAO

Objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente a influéncia do PTH
sintético (1-34) sobre o reparo 6sseo de implantes de titdnio instalados em tibias de ratas

expostas ou ndo a fumaga de cigarro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Foram utilizadas 65 ratas adultas, da raga Wistar (Rattus norvegicus albinus), com
idade de 12 semanas e peso aproximado de 250g e 300g, provenientes do Centro
Multidisciplinar de Investigacdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB-UNICAMP).

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP), em gaiolas plasticas (5
animais/gaiola) e com acesso a comida (racdo Purina — Nuvilab CR-1autoclavavel; Nuvital,
SP, Brasil) ¢ agua ad libitum. Antes do inicio do experimento, os animais passaram por um
periodo de 5 dias para aclimatagdo ao biotério de experimentacdo, sendo mantidos sob as
mesmas condi¢cdes ambientais, em sala climatizada (22+2°C), e com ciclo claro/escuro de
12/12 h, estaveis durante todo o periodo do estudo. Todos os procedimentos foram
aprovados e executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e pelo Comité de Etica na Experimentagao
Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (CEEA-IB-UNICAMP), sob o protocolo n°
1261-1 (anexo).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para realizagdo do estudo, adotou-se um desenho experimental paralelo, em que
65 ratas foram aleatoriamente divididas em 4 grupos de acordo com o tratamento
estabelecido no inicio do experimento (Figura 1):

Grupo 1 (n=15): animais receberam inje¢do subcutinea , na regido dorsal, de
10 MI de 4gua de injegdo . As injegdes foram aplicadas trés vezes por semana, entre 8 ¢ 10
horas da manha, durante 60 dias apos a instalagdo do implante.

Grupo 2 (n=16): animais foram expostos a de fumaga de cigarro (IFC) por 60

dias no pré-operatdrio e sessenta dias ap6s a instalacdo do implante. Além disso, receberam
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aplicagdo de 10 mL de agua de injeg@o. As injecdes foram aplicadas trés vezes por semana,
entre 8 e 10 horas as manha, durante 60 dias ap6s a instalagcao do implante.

Grupo 3 (n=17): animais expostos a fumaca de cigarro (IFC) por 60 dias no
pré-operatdrio e sessenta dias no periodo apos a instalagdo do implante. Adicionalmente,
injecdes intermitentes subcutaneas de 40 ug/kg de PTH sintético (1-34) diluido em agua, de
injecao foram administradas trés vezes por semana,entre 8 ¢ 10 horas da manha, durante 60
dias apos a instalagdo dos implantes (Barros et al., 2003, lida-Klein et al., 2002).

Grupo 4 (n=13): animais que receberam apenas injegdes intermitentes
subcutaneas de 40 pg/kg de PTH sintético (1-34) trés vezes por semana durante 60 dias,
entre 8 e 10 horas da manha, apds a instalagao dos implantes (Barros et al., 2003, lida-Klein

etal., 2002).
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Figura 1- Representacdo esquematica do desenho experimental.

4.3 METODOLOGIA DE EXPOSICAO A FUMACA

A metodologia utilizada para a exposi¢ao dos animais a fumaca foi descrita
inicialmente por Le Mesurier et al. (1983), sendo modificada posteriormente por Cendon-
Filha, 1997 e Nociti et al. (2002 a,b). Num recipiente de acrilico (45X25X20cm) composto
por duas camaras interligadas por um orificio sdo acondicionados os animais (grupos de 5)
e armazenados cigarros acesos (Figura 2). Na parte anterior, onde sdo colocados os cigarros

¢ bombeado ar, formando uma corrente que leva a fumaga para a parte posterior da camara,
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onde ficam os animais. Os animais sdo expostos a fumaga de 10 cigarros com concentragao
de 1,3 mg de nicotina, 16,5 mg de alcatrdao e 15,2 mg de mondxido de carbono por trés
periodos diarios de 8 minutos. Inicialmente os animais passam por um periodo de
adaptagdo de 2 dias. No primeiro dia estes ficaram expostos por periodos de 5 minutos, no
segundo dia de 7 minutos e a partir do terceiro dia os animais sdo expostos em 3 periodos

diarios de 8 minutos. Na segunda camara existe outro orificio que da vazdo ao ar

bombeado.
1
Bomba de AR Camara 1 Camara 2
W
f;" ;*
m— N S LD
— L
T = ==
A
Orificio para a
vazao do ar

Figura 2- Desenho esquematico representando o mecanismo de exposi¢do a fumaga.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foram utilizados 65 implantes de titanio comercialmente puro, de superficie
tratada com o¢xido de aluminio, do tipo osseointegravel, rosqueavel, com 4,0mm de
comprimento por 2,2mm de diametro (Titanium Fix®, AS Technlogy Ltda, Sao José dos
Campos, SP, Brasil). Inicialmente, os animais foram anestesiados de acordo com o peso
corporeo, por meio de inje¢do intramuscular de solugdo de ketamina (50mg/kg)
(Francotar®; Virbac do Brasil industria ¢ Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil) e
cloridrato de xilasina (15mg/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA,
Roseira, S.P., Brasil).



Foram realizadas tricotomia e anti-sepsia local das tibias com solu¢do iodada
(Riodeine Topico; Industria Farmacéutica Rioquimica LTDA., Sdo José do Rio Preto, SP,
Brasil). A colocagdo dos implantes foi realizada de acordo com protocolo preestabelecido
por Nociti et al. (2002). Com uma lamina de bisturi nimero 15, foi realizada uma incisdo
de aproximadamente 1,5 cm localizada 8 mm abaixo da regido do joelho do animal,
proporcionando livre acesso a superficie Ossea da tibia. Sob irrigagdo constante com
solucdo salina estéril, com auxilio de motor elétrico, contra-angulo redutor 16:1 (1000 rpm)
e broca tipo lanca, foi preparado um leito bicortical na tibia dos animais. Os leitos
apresentavam dimensao final de 2 mm de didmetro. Os implantes foram posicionados e
rosqueados manualmente até que estivessem completamente introduzidos nas corticais
(Figura 3). Finalmente, os tecidos foram reposicionados e suturados com pontos
interrompidos de fio de mononylon 4-0 (Ethicon®, Johnsons do Brasil AS, Sao José dos
Campos, SP, Brasil).

Apobs a cirurgia, os animais receberam uma dose Unica de antibidtico via
intramuscular (1 ml/Kg) (Pentabidtico, Whitehall LTDA, Sao Paulo, S.P., Brasil).
Nenhuma restri¢do de movimentacdo ou alimentagdo foi feita aos animais apos a cirurgia,

os quais foram mantidos em gaiolas durante todo o periodo experimental.

4.5 APLICACAO DA MEDICACAO

A medicagdo utilizada foi a forma comercial do PTH sintético (1-34)
conhecida como Forteo® (Teriparatida derivada de ADN recombinante-Eli Lilly do Brasil
Ltda), droga liberada no Brasil pela ANVISA em 2003. A aplicacdo da medicagdo foi
iniciada 24 horas apds o procedimento cirirgico, de forma subcutanea trés vezes por
semana (intermitente) sempre entre 8 e 10 horas da manha (lida-Klein et al., 2002).

Os animais foram pesados semanalmente para ajuste da dilui¢do da medicacao,
onde 40pg / Kg eram diluidos em 1 ml de 4gua de injecdo e aplicados no animal.Vinte e
quatro horas antes do sacrificio os animais receberam a ultima dose de PTH sintético (1-34)

(lida-Klein et al., 2002).
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Figura 3 —(a) Incisdo, (b) acesso a superficie da tibia e exposi¢do. (c) Inicio da
confecgdo do leito bicortical com broca tipo langa. (d) Irrigacdo do leito. (¢) Implante
posicionado.
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4.7 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E ANALISE HISTOMETRICA

Apbs 60 dias da instalagdo dos implantes, os animais foram sacrificados e as
tibias removidas e seccionadas em blocos (implantes e o tecido 6sseo), os quais foram
imersos em formol a 3,7% por 48 horas. Apos a fixa¢do e lavagem em agua, os blocos
foram desidratados progressivamente em solugdo de alcool etilico (60-100%) sob constante
agitagao.

Foi realizada uma infiltragdo plastica das amostras com solu¢des gradativas de
glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC — Kulzer, Wehrheim, Alemanha) e alcool etilico
seguindo concentragdes crescentes, finalizando com 2 infiltragcdes de glicolmetacrilato
puro, sob agitacdo constante. Apds a infiltragdo os blocos foram incluidos em
metilmetacrilato puro e foi realizada a polimerizagao por 10 horas.

Os blocos foram removidos do molde e montados em uma lamina acrilica
(Technovit 4000 - Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Através de um sistema de corte (Exakt —
Cutting and Grinding System, Apparatebau Gmbh, Hamburgo, Alemanha) foi realizado o
corte preliminar (300-500 pum). Esta seccdo foi submetida a um microdesgaste, que
resultou em uma sec¢ao de aproximadamente 20 a 30 um de espessura. As sec¢oes obtidas
foram fixadas em laminas, coradas com coloracdo de azul de toluidina a 1%, laminulas
foram posicionadas e coladas com resina e polimerizadas, a fim de que, posteriormente,
fosse realizada a analise histométrica.

A imagem de cada lamina contendo uma secc¢do de implante e tecido duro ndo
descalcificado circundante foi capturada por uma camera digital (MC80 DX®, Zeiss, Jena,
Alemanha) acoplada em microscopio optico (Axioskop 2 plus®, Zeiss, Jena, Alemanha)
nas objetivas de 5 e 10x.

Por meio de um programa de analise de imagens (Image-Pro®; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) foi aplicado um reticulo quadriculado de 0,04 mm e
foram obtidas as seguintes medidas nos lados direito e esquerdo de cada implante sem que
o examinador soubesse a qual grupo pertencia:

1- Porcentagem de tecido mineralizado (PTM) na regido de 500um

lateralmente a superficie do implante (Figuras 4 e 5);
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2- Porcentagem de tecido 6sseo dentro dos limites das roscas de cada implante
(AO) (Figuras 6 ¢ 7);

3- Porcentagem de tecido dsseo em contato direto com a superficie do implante
(CD) (Figura 6).

Os resultados foram obtidos separadamente para regido cortical (A) e medular

(B)

REGIAO DAS
ROSCAS

REGIAO A

REGIAO B

REGIAO A

Figura 4- Esquema representando os tipos de osso presentes ao redor dos implantes (regiao
A: cortical; regido B: medular). Cada parametro histométrico foi separadamente mensurado
em A e B. A area demarcada em azul indica a regido adjacente ao implante na qual foi
avaliado o parametro propor¢do de tecido mineralizado (PTM). As linhas em vermelho

dentro dessa area representam o reticulo usado para a obtencdo de PTM. O numero de
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pontos coincidentes com tecido mineralizado dividido pelo total de pontos de cada regidao

resulta no valor de PTM

Figura 5 — Fotomicrografia ilustrando a posicdo de tecido 6sseo mineralizado na regido
adjacente ao implante por meio do programa Image-Pro®. Notar reticulo quadriculado

posicionado e pontos verdes correspondentes ao tecido dsseo.
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CD

AO

Figura 6 - Esquema dos parametros histométricos avaliados: (AQO) area de tecido Osseo
dentro dos limites das roscas e (CD) contato direto osso-implante. A linha vermelha
delimita o local onde foi medido o parametro AO. A linha verde representa a extensao de
tecido 6sseo formado diretamente sobre a superficie do implante. A razdo desse valor sobre

a extensao total da rosca resulta no valor de CD.
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Figura 7 — Fotomicrografia ilustrativa do preenchimento dsseo dentro do limite das
roscas do implante (AO). Pontos verdes correspondem ao tecido dsseo € os pontos em

vermelho representam a auséncia de tecido dsseo.

4.8 CALIBRACAO DO EXAMINADOR

Previamente as leituras finais, foi determinado o coeficiente de calibragdo do
examinador por meio da correlacdo intra-classe. Vinte cortes foram aleatoriamente
selecionados e um avaliador cego realizou as mensuragdes que foram repetidas 3 semanas
apods a primeira medi¢ao. O alto valor do coeficiente de correlagdo (r= 0,095; intervalo de
confianca 95%) mostrou consisténcia na reprodutibilidade da leitura e, portanto, a boa

calibragdo do examinador.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Dados de PTM, CD e AO das regides cortical e medular foram agrupados
separadamente para a analise estatistica. Nas situacdes em que a amostra apresentou
distribuicdo normal, utilizou-se o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey (a=5%),
nos casos onde a distribuicdo normal ndo foi observada, foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis, associado ao método de Dunn (a=5%).
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5 RESULTADOS

Inicialmente, foram incluidos no estudo 65 animais. Porém, 1 animal do grupo
1 e 1 do grupo 2 morreram apds a cirurgia de colocagao do implante, além disso 2 amostras
do grupo 4 foram perdidas durante o processamento laboratorial. Desta forma, ao final do
presente estudo foram considerados para andlise estatistica 61 animais distribuidos em

quatro grupos: 15 no grupo 1, 16 no grupo 2, 17 no grupo 3 e 13 no grupo 4.
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5.1 Porcentagem de tecido mineralizado na regido adjacente ao implante (PTM)

Na regido cortical, em relacdo ao parametro propor¢ao de tecido mineralizado
adjacente ao implante (PTM) foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos 3 e 2 (p<0,05), 4 e 2 (p<0,05) e entre os grupos 1 e 2 (p<0,05). Os grupos
que receberam aplicacdo do PTH (1-34) apresentaram comportamento similar ao grupo 1

(p<0,05) (Figura 8).

100,5
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Tratamentos

Figura 8: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de tecido mineralizado (PTM) zona
cortical dos animais que receberam implantes. Letras distintas diferem entre si

estatisticamente pela andlise de Kruskal-Wallis e método de Dunn (a=5%).
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Na avaliag@o do parametro histométrico PTM, na regido medular, observou-se
que a IFC influenciou negativamente a quantidade de tecido mineralizado, uma vez que o
grupo 2 apresentou as menores propor¢des de PTM e essa diferenca foi significante
estatisticamente dos outros grupos (p<0,05). Valores intermediarios foram observados no
grupo 1 seguido dos grupos 3 e 4, os quais ndo apresentaram diferencas ao serem

comparados entre si (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de tecido mineralizado (PTM) zona
medular dos animais que receberam implantes. Letras distintas diferem entre si

estatisticamente pela andlise de variancia ANOV A monofatorial e teste Tukey (a=5%).
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5.2 Porcentagem de tecido 6sseo dentro das roscas (AO)

Em rela¢do ao pardmetro porcentagem de tecido 6sseo dentro das roscas todos

0s grupos apresentaram um comportamento semelhante, ndo sendo observadas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de preenchimento 6sseo dentro das

roscas (AO) dos implantes na zona cortical. Letras distintas diferem entre si

estatisticamente pela analise de variancia ANOV A monofatorial e teste Tukey (a=5%).
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A analise dos dados do parametro AO, na regido medular, revelou que nao
foram observadas diferengas significantes entre os grupo 1 e 2 (p>0,05). Também nao
foram observadas diferengas entre os grupos 3 e 4 (p>0,05). Por outro lado, os 2 grupos que
receberam o hormoénio apresentaram diferencas estatisticamente significantes ao serem

comparados aos grupos que nao receberam o hormonio (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de preenchimento 6sseo dentro das
roscas (AQO) dos implantes na zona medular. Letras distintas diferem entre si

estatisticamente pela analise de variancia ANOV A monofatorial e teste Tukey (a=5%).
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5.3 Porcentagem de contato direto osso-implante (CD).

A andlise dos dados mostrou que o contato direto (CD) osso-implante, na regido
cortical, foi influenciado negativamente pela IFC. A menor porcentagem de CD foi
observada no grupo 2 (60,40%), seguido do grupo 1 (68,48%), havendo diferencas
estatisticamente significantes entre estes grupos (p<0,05). Os animais que receberam a
aplicagdo de PTH (1-34) apresentaram uma maior propor¢do de CD comparados aos grupos

1 e 2, independente da exposi¢do a fumaga de cigarro (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de contato osso-implante (CD)
avaliado na regido cortical. Letras distintas diferem entre si estatisticamente pela analise de

variancia ANOV A monofatorial e teste Tukey (a=5%).
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Na regido medular, a analise dos dados do parametro CD mostrou que nao
houve diferencas estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2 (p>0,05). A mesma
situagdo pode ser observada ao comparar os dois grupos que receberam PTH (1-34)
(p>0,05). Por outro lado, os 2 grupos que receberam o hormdnio apresentaram diferencas
estatisticamente significantes ao serem comparados aos grupos que nao receberam o

horménio (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13: Médias e desvios-padrdo da porcentagem de contato osso-implante (CD)
avaliado na regido medular. Letras distintas diferem entre si estatisticamente pela analise de

variancia ANOV A monofatorial e teste Tukey (a=5%).
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Em relagdo as analises histologicas pode-se observar que os grupos que
receberam aplicacdo intermitente de PTH (1-34) tiveram menor influencia da fumaca do

cigarro, pois apresentaram maior preenchimento de rosca e tecido 6sseo mais mineralizado

na regido lateral ao implante (Figura 14).

Figura 14 - Fotomicrografia ilustrando o aspecto histoldgico observado dentro dos limites das roscas
e na area adjacente a superficie do implante. Observar osso medular e cortical. (Azul de Toluidina;
Magnificagdo Original X 5,0, barra=200um).a) Grupo 1; b) Grupo 2; ¢)Grupo 3 e d) Grupo 4.
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6 DISCUSSAO

O efeito da fumaca de cigarros sobre o metabolismo 6sseo foi relatada por
César-Neto et al. (2003) o qual mostraram que a inalagdo da fumaga de cigarros tem maior
influéncia, quando comparada com inje¢des subcutdneas de nicotina, no reparo 0sseo ao
redor de implantes de titanio inseridos em tibias de ratos. Esse mesmo modelo de inalacao
da fumaca de cigarros também mostrou um efeito negativo no osso pré-existente da tibia
(Pan et al., 2000) e no reparo 6sseo ao redor de implantes de titanio (Motohashi et al.,
1999; Nakajima et al., 2000; Nociti et al., 2002) sendo que o impacto negativo do cigarro
na qualidade 6ssea também foi observada numa analise radiografica de tibias e mandibulas
de ratos (Ueng et al., 1997; Ueng et al., 1999). Resultados semelhantes foram encontrados
ao avaliar, histometricamente, o osso alveolar de suporte (César- Neto et al. 2006a).
Portanto, o presente estudo confirma pesquisas prévias que demonstraram os efeitos
negativos da fumaga de cigarro sobre o tecido 6sseo, desta forma validando os resultados
aqui encontrados onde a inalacdo da fumaga de cigarros afetou negativamente
osseointegracdo de implantes.

O mecanismo pelo qual o cigarro causa efeitos nocivos sobre o tecido 0sseo
ainda esta sendo bastante estudado. Porém, algumas alteragdes ja foram observadas como
diminui¢do na diferenciacdo osteoblastica (Liu et al. 2003, Andreou et al. 2004, Gullihorn
et al. 2005), aumento de citocinas (Kamer et al. 2006, César-Neto et al. 2004, 2006), além
do que, a nicotina promove uma vasoconstricio (Feitelson et al 2003) diminui a
angiogenese (Daftari et al. 1994, Pinto et al. 2002) e osteogénese em areas de remodelagdo
(Pinto et al. 2002) alterando a densidade dssea.

Os eventos iniciais no processo de reparo 6sseo ao redor de implantes podem
determinar falha ou o sucesso dos mesmos e tais eventos podem ser afetados pelas
propriedades da superficie dos implantes (Schwartz & Boyan, 1994). A rugosidade, energia
de superficie e composi¢do quimica inerentes a superficie dos mesmos podem influenciar a
resposta celular na interface osso-implante e, portanto, afetar positivamente a taxa e
qualidade de formagdo de tecido dsseo (Deligianni et al., 2001). A modificagao de

superficies de implantes por meio de inimeras técnicas, tais como jateamentos de
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particulas, condicionamentos dacidos, combinag¢do desses, entre outros, vem sendo
investigada e estudos in vitro e in vivo tém demonstrado resultados promissores com a
utilizagdo de implantes com diferentes tratamentos de superficie (Buser et al., 1991;
Wennerberg et al., 1995). Deste modo, optou-se por utilizar implantes com superficie
tratada com oxido de aluminio com o objetivo de tentar favorecer o processo de
osseointegracdo, além do que na pratica clinica atual a utilizagdo de implantes de superficie
tratada ¢ uma realidade justificando assim a utilizacdo deste tipo de implante no presente
estudo. Neste contexto, pode-se observar que os grupos que receberam a aplicacdo
intermitente do PTH (1-34) apresentaram resultados superiores em relagdo aos parametros
avaliados, quando comparado aos grupos que ndo receberam aplicacdo de PTH (1-34)
independente da exposi¢do a fumaca de cigarro.

Em relagdo ao mecanismo pelo qual o PTH (1-34) age no tecido Osseo este
ainda ndo foi totalmente elucidado, porém autores (Jilka et al., 2009; Ohkawa et al., 2008)
acreditam que ¢ por meio da ativagdo de osteoblastos aumentando em numero e em
atividade, além do que o PTH (1-34) reduz apoptose dos osteoblastos levando a uma
atividade anabolica de maior magnitude que a agdo reabsortiva (Gracitelli et al.,2002). A
ativagdo dos osteoblastos pelo PTH (1-34) resulta na expressdao de importantes genes para
formacao da matriz, produgdo de fatores de crescimento e a estimulagdo e recrutamento dos
osteoblastos. De uma forma global o PTH (1-34) intracelular liga-se a um receptor
especifico na superficie do esteoblasto (proteina G) estimulando a adenil-ciclase, elevando
as concentragdes de AMP ciclico (AMPc), que ativa a proteina quinase A (PKA),
estimulando vérios fatores de crescimento como IGF-1, IGF-2, TGF-B (transforming
growth factor B). Além disso, o PTH (1-34) induz a producdo de IGF binding protein
(IGFBP), como IGFBP-1,-3,-4 ¢ -5 (Rosen et al, 2001). Esses fatores de crescimento agem
recrutando células pré-osteoblasticas induzindo a diferenciagdo e maturagdo em
osteoblastos maduros, capazes de sintetizar coldgeno em grandes quantidades (Goltzman D,
1999). Sendo assim, acreditamos que por estimular diversos fatores de crescimento e por
agir diretamente sobre os osteoblastos, o PTH (1-34) pode minimizar os efeitos do cigarro

sobre o tecido Osseo, pois segundo pesquisas, in Vitro, que avaliaram a agdo da nicotina em
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cultura de células, esta age inibindo a diferenciagdo osteoblastica e producdo de
fibronectina dificultando o processo de remodelagao e reparo. (Liu et al., 2001;2003).

Em relacdo a agdo indireta do PTH (1-34) nos osteoclastos, recentes estudos
indicam que, sob estimulo do receptor PTH/PTHrp, a célula osteoblastica madura secreta o
fator de diferenciagdo osteocléstica, chamado de ligante da osteoprotegerina (OPG-L), que
tem sua transcri¢do ativada pela via da PKA (Mitinick et al.,2001). A OPG-L tem a
capacidade de se ligar ao receptor de membrana (RANK) nas células progenitoras
hematopoiéticas induzindo a diferenciagdo em osteoclastos. Além disso, o hormonio
estimula a sintese de interleucina-6, também capaz de desencadear a diferenciacao
osteoclastica (Calvi et al.,2001; Mitnick et al.,2001). De grande importancia na ligagdo
entre osteoblastos e osteoclastos, a osteoprotegerina (OPG) inibe a diferenciagdo e ativacao
dos osteoclastos por competir com o0 RANK pela OPG-L (Bekker et al.,2001). Estudos
também demonstraram que infusdes continuas de PTH, causadoras de reabsor¢do oOssea,
desencadeiam uma diminuicdo da OPG e um aumento da OPG-L, capaz de induzir a
diferenciagdo dos osteoclastos (Ma et al., 2001).

Entretanto a administragdo sist€émica e intermitente de PTH (1-34) pode
promover regeneracao 6ssea, como ja evidenciada em modelos in vivo e in vitro, incluindo
estudos relacionados a osseointegragdo (Skripitz et al., 2000 e 2009; Shirota et al., 2003).
Recentemente Skripitz et al. (2009) compararam o efeito do uso do alendronato ¢ do PTH
(1-34) em ratas ovarectomizadas que receberam implantes para fixacdo Ossea de
polimetilmetacrilato. Os autores observaram que os animais que receberam aplicagdo
intermitente de PTH (1-34) apresentaram mais de 20% de volume de densidade Ossea
quando comparado ao grupo que recebeu somente o alendronato e 50% a mais quando
comparado ao grupo controle. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados no
presente estudo onde os grupos que receberam PTH (1-34) apresentaram uma porcentagem
bem maior e diferente estatisticamente de tecido mineralizado quando comparado aos
grupos que nao receberam PTH (1-34). Estes resultados nos levam a pensar, também, na
capacidade de agao do PTH (1-34) em atenuar os efeitos do cigarro sobre o tecido 6sseo

agindo de forma semelhante tanto em osso cortical quanto em medular.
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Em relacdo ao tempo de administragio do PTH (1-34), estudos em ratos
mostram que os efeitos anabodlicos podem ser observados em 1 ou 2 semanas apds sua
administra¢do (Skripitz et al., 2009). Em um estudo realizado por Iida-Klein et al., (2006 e
2007 ) comparando as formas ciclica e didria de aplicagdo do PTH (1-34) os autores
observaram que o modo de aplicacdo diario do PTH (1-34) por 7 semanas pode aumentar
os marcadores de reabsorcdo Ossea, além do que, observaram que a forma ciclica pode
produzir um aumento na espessura do osso cortical e maior densidade 6ssea mineral em
ossos longos. Baseado no sucesso deste tipo de terapia o presente estudo optou por aplicar
o PTH (1-34) de forma ciclica por um periodo de 8 semanas.

Atualmente, comercializa-se no Brasil, teriparatida considerado novo
tratamento para osteoporose. Teriparatida esta registrada no pais desde 2003 com o nome
comercial de Forteo®. (ANVISA, 2003). Quanto ao uso clinico, o PTH (1-34), ¢ um
hormoénio eficaz para o tratamento da osteoporose idiopatica em homens e em mulheres
com osteoporose pos-menopausa severa, com historico ou que apresentam risco de fraturas
Osseas, constituindo-se na primeira terapia anabodlica para tratamento destas situacdes
clinicas (File & Deal, 2009). O PTH (1-34) é uma medicagdo de uso intermitente, sendo
administrada via subcutanea na dose de 20 pg/Kg ou 40 pg/Kg podendo estar associada a
outros agentes com agio anti reabsortiva. E uma medicagio segura, com poucos eventos
adversos os quais desaparecem apds a descontinuagdo do tratamento. Apesar de sua
eficacia, a teriparatida apresenta desvantagens, tais como, administragdo subcutanea, a
necessidade de estocagem sob refrigeracdo, alto preco € o monopolio comercial, além das
contra indicagdes para o tratamento com a Teriparatida que ndo deve ser realizado em
pacientes com hipercalcemia, metastases Osseas, hiperparatireoidismo, doenca de Paget do
Osso, niveis elevados da fosfatase alcalina sérica, hipercalciuria, urolitiase. A medicagao
nao deve ser administrada durante a gravidez e puerpério devido a deficiéncia de
informacdes.

Finalmente, apesar de todo esfor¢o na pesquisa de recursos que possam
minimizar os efeitos do cigarro em implantes dentais, talvez o objetivo maior deva ser o
desenvolvimento de medidas que estimulem os pacientes a parar de fumar, ou com o

auxilio de medicag¢do ou com acompanhamentos psicologicos. Akkaya et al. (2006) em um
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estudo realizado com 349 pacientes demonstraram que a combinacdo de terapias mais o
suporte motivacional dado ao paciente durante o processo de deixar de fumar, parece ser
mais importante que a terapia medicamentosa isolada, pois foi observado que mais de
55.2% dos pacientes que receberam aconselhamento e pararam de fumar. No mesmo
estudo, a autora refor¢a a importancia dos profissionais da saude neste processo.

Ja foi demonstrado previamente que o regime de exposigdes a fumaga de cigarros
usado nesse estudo pode promover um nivel sérico de cotinina diretamente correlacionado com
os niveis obtidos de pacientes fumantes que consomem entre 10 e 20 cigarros por dia (Gonzalez
et al., 1996). No entanto, existem diferencas anatomicas e fisiologicas entre ratos e humanos,
principalmente em relagdo as suas idades cronologicas e biologicas. Além disso, estudos com
implantes em ratos nao podem ser extrapolados para a pratica clinica, pois, apesar da
vantagem de conseguir isolar a variavel a ser estudada, tém inimeras limitacdes. Uma vez
que neste modelo os implantes ndo sdo, por exemplo, submetidos a cargas oclusais € o tipo
de osso no quais os implantes sdao inseridos difere na pratica em humanos, os resultados

obtidos neste estudo devem ser analisados com cautela.
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7 CONCLUSAO
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o uso do PTH (1-34) tem

a capacidade de promover maior formagdo Ossea ao redor dos implantes em animais

expostos ou nao a inalacao da fumaga de cigarro.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1261-1, sobre "Efeito do PTH sintético (1-34)

sobre o tecido ésseo ao redor de implantes inseridos em ratas expostas a

fumaca de cigarro", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcio Zaffalon Casati /

Liana Linhares Lima, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacgao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-

IB-UNICAMP em reunigo de 28 de maio de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1261-1, entitled "Effect of synthetic PTH (1-34) on

bone tissue around implants in rats exposed to cigarette smoking

inhalation”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - UNICAMP) on May 28, 2007.

Campinas, 28 de maio de 2007,

rofa Dra. Ana Mlarlé A. d;uaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEEAJIB - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3521-6356
13083-970 Campinas, SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp. br
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