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Epigrafe

‘O tempo todo, vemos pessoas e organizagdes desempenhando apenas uma
pequena parte de seu potencial de sucesso, ou falhando totalmente, s6 porque
negligenciam o elemento humano nos negdcios e na vida".

John C. Maxwell



RESUMO

A extensdo da interface osso-implante esta diretamente relacionada com o
aumento da rugosidade da superficie do implante. Métodos para alterar a topografia
local e/ou o estado quimico da superficie do implante podem propiciar um importante
caminho para as pesquisas e assim melhorar as propriedades de osseointegragéo dos
materiais.

Estudos recentes demonstraram que o Horménio do Crescimento (GH) estimula
o crescimento da cartilagem, do tecido 6sseo e de outros tecidos pelo aumento
preferencialmente do numero de céluias.

Tendo em vista a propriedade de agédo local do GH sobre o tecido ésseo, o
objetivo desse estudo foi avaliar através de analise histomorfoldgica, se o uso topico de
GH melhora a reparagéao 6ssea ao redor dos implantes osseointegrados instalados em
tibias de coelhos.

Foram instalados 32 implantes Biomet 3i® com dimensdes de 3,25 mm de
diametro por 8,5 mm de comprimento. Os implantes foram instalados com auxilio de um
torquimetro, aplicando-se forga de torque de 20 Ncm.

Foram utilizados oito coelhos divididos em quatro grupos: A - (grupo teste): oito
implantes com aplicagéo tépica de Hormdnio do Crescimento recombinante humano
(rhGH) e reabertura para avaliagéo histomorfologica aos 28 dias; As — (grupo controle):
oito implantes sem aplicagdo tépica de rhGH e reabertura para avaliagéo
histomorfolégica aos 28 dias; B — (grupo teste). oito implantes com rhGH e foram

submetidos a reabertura para avaliagdo histomorfolégica aos 56 dias; B1 — (grupo



controle): oito implantes que nao receberam rhGH e foram submetidos a reabertura
para avaliagao histomorfolégica aos 56 dias.

Apds 28 e 56 dias os coelhos foram sacrificados e imediatamente suas tibias
foram seccionadas. As pegas foram desmineralizadas e os implantes removidos. As
laminas foram confeccionadas e avaliadas histomorfologicamente. Os resultados
histolégicos mostraram que a reparagdo éssea ao redor dos implantes no grupo A
(teste de 28 dias) foi superior ao grupo B (grupo controle); o mesmo ocorreu com o
grupo B (teste de 56 dias) quando comparados com o grupo B4 (controle de 56 dias).
Pudemos observar ainda, que a reparagdo 6ssea no grupo A (teste de 28 dias) foi
semelhante ao grupo B (teste de 56 dias) e superior ao grupo B (controle de 56 dias).
Palavras-chave: Horménio de Crescimento (GH), Histomorfolégico, Implantes

Dentéarios, Horménio do Crescimento recombimante humano (rhGH).



ABSTRACT

The extension of the bone-implant interface is directly associated with the
roughness of the implant surface. Methods to alter the local topography and/or the
implant surface’s chemical state may provide an important path for research, and, thus,

improve the materials’ osseointegration features.

Recent studies have shown that Growth Hormone (GH) stimulates the growth of
cartilage, bone tissue and other tissues by means of preferentially increasing the

number of cells.

Looking forward that rhGH acts locally on bone tissue, the purpose of this study
was to evaluate, through histomorphological analysis, whether the local use of GH

improves bone repair around osseointegrated implants in rabbits’ tibiae.

Thirty-two Biomet 3i® implants were placed, measuring 3.25mm in diameter x
8.5mm in length. The implants were placed with the aid of a torque gauge, by applying a

torque force of 20 Ncm.

Eight rabbits were used, which were divided into four groups: A (test group): eight
implants with local rhGH application and reopening for histomorphological assessment
at 28 days; A — (control group): eight implants without local rhGH application and
reopening for histomorphological assessment at 28 days; B (test group): eight implants

with rhGH, reopened for histomorphological assessment at 56 days; B1— (control group):



eight implants that did not receive rhGH and were reopened for histomorphological

assessment at 56 days.

After 28 and 56 days, the rabbits were sacrificed and their tibiae were
immediately sectioned. The sections were demineralized, and the implants were
removed. The sheets were prepared and evaluated histomorphologically. The
histological results showed that the bone repair around the implants of group A (28-day
test) was higher than the one in group B+ (control group); the same happened with group
B (56-day test) when compared to group B4 (56-day control). We were also able to
observe that the bone repair in group A (28-day test) was similar to that in group B (56-

day test) and higher than the one in group B (56-day control).

Key-words: Growth Hormone (GH), Histomorphological, Dental Implant
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1. INTRODUGAO

Embora tenha se atingido um alto grau de sucesso no tratamento com implantes
osseointegrados, um pequeno indice de insucesso se faz presente, fazendo com que
os pesquisadores passem a se preocupar com mudancas no desenho dos implantes,
no tratamento de superficies e pela busca de adaptagbes cada vez mais precisas e
estaveis das conexdes protéticas sobre esses implantes. Além de mudangas na
estrutura dos implantes e de suas conexdes, os pesquisadores se preocupam em
estudar as alteragbes enddgenas e exdgenas que possam interferir de maneira
significativa no processo de osseointegracdao dos implantes (LINDQUIST; CALSSON;
JEMT, 1996; MERICSKE-STERN et al., 2001).

Alguns trabalhos procuram esclarecer as causas dos fracassos dos implantes
osseointegrados, sugerindo muitas vezes que os fatores enddégenos como a idade,
saude geral e habitos do paciente e fatores exdgenos relativos ao operador,
biomateriais e qualidade dssea estdo relacionados (STEENBERGHE et al., 2003).

Outras pesquisas foram realizadas no sentido de se avaliar a utilizagéo de
medicamentos e horménios que pudessem atuar na melhoria da osseointegragao
(TRESGUERRES et al., 2005; TRESGUERRES et al.,, 2002; ARRIBA et al., 2001;
IAKSSON; JANSSON; GAUSE, 1982).

As pesquisas com O Hormdnio do Crescimento (GH) mostram que a
administragdo local pode estimular o crescimento da largura da cartilagem epifiseal e o
crescimento longitudinal do osso, mostrando que a administracdo de GH teve a

capacidade de estimular o crescimento 6sseo local (ISAKSSON et al., 1987).



O GH, como diz o préprio nome é responsévél pelo crescimento da crianca
durante a fase de crescimento. Trata-se de uma proteina globular, com 191
aminoacidos em sua estrutura, produzida na parte anterior da glandula hipdfise
(GUYTON; HALL, 2002).

A administragéo local do horménio do crescimento recombinante humano (rhGH)
pode estimular as primeiras fases do processo de remodelagdo 6ssea, onde a resposta
cortical e o contato osso-implante foi significantemente maior no grupo rhGH
(TRESGUERRES et al., 2005).

Durante a colocagéo do implante, a administragdo local de rhGH induz reacao
periostal, transcostical e mineralizagdo 6ssea ao redor da superficie do titanio
(TRESGUERRES et al., 2002).

Em vista dos resultados encontrados, como a diminuicdo do tempo para a
reparagcdo 6ssea provocada pelo rhGH, os resultados apresentados na literatura e a
possibilidade da aplicagdo clinica dessa droga em implantodontia, fomos levados a

realizar esta pesquisa.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Implantes Osseointegrados

Thomas e Cook (1985) realizaram uma avaliacdo sistematica da mecanica e da
histologia das variaveis do desenho dos implantes, que afetam a aposigdo 6ssea nos
diferentes materiais biocompativeis. As varidveis pesquisadas incluem modulo de
elasticidade do material, textura e composigdo da superficie do material. Um total de 12
tipos de implantes foi avaliado, in vivo, através da colocagao transcortical no fémur de
cachorros, por um periodo de 32 semanas. Apos o sacrificio dos animais, foi aplicado
um teste de remog¢ao mecanica para determinar a forga de contra-torque na interface
osso-implante. Os resultados obtidos indicaram que nos implantes fixados por aposi¢ao
Ossea direta, as interfaces nao foram significativamente afetadas pelo moédulo de
elasticidade ou pela composi¢do da superficie do implante. Entretanto, a variagdo da
textura da superficie afetou de maneira significativa a resposta na interface dos
implantes. Para cada grupo de mesmo modulo de elasticidade, os implantes com
superficie rugosa mostraram maior resisténcia que os implantes com superficie lisa. A
avaliagdo histologica dos implantes demonstrou que implantes rugosos apresentaram
aposicdo oOssea direta, enquanto que implantes lisos exibiram presenca de tecido
fibroético.

Considerando o papel preponderante que as caracteristicas da superficie do

implante tém na resposta reparacional, Baier e Meyer (1988) classificaram-nas em trés
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categorias: textura (ou rugosidade), carga (ou potencial elétrico) e quimica
(normalmente descritos em valores de energia de superficie, p. ex.: tensao superficial).
Concluiram que o grau de integracdo correlaciona-se com a deposigdo do “filme
condicionador glicoprotéico” que, por sua vez, depende da textura com sua propriedade
de embricamento celular e da energia de superficie com sua propriedade de adsorcéo
molecular (molhamento).

Implantes dentarios variam principalmente na topologia da superficie de contato
celular. Brunette (1988) observou quatro principios de comportamento celular em
culturas de células explicando algumas interagées célula e implante. 1. Orientagdes de
contato: alinham células e fibras colagenas com finos sulcos, como aqueles produzidos
por maquinas. 2. Rugofilia: descreve a tendéncia de macréfagos em preferir superficies
rugosas. 3. Efeito de dois centros: pode explicar a orientagdo de células de tecido
epitelial e fibras aderidas na superficie porosa. 4. Apoptose: pode estar envolvida na
formacgdo de capsulas ao redor dos implantes com baixa energia de superficie.

Buser et al. (1991) avaliaram a influéncia das superficies na osseointegragéo de
implantes de titanio. Implantes cilindricos com seis diferentes superficies foram
colocados na metafise da tibia e no fémur em seis porcos. Apds trés a seis semanas, 0s
implantes que tinham osso ao redor foram removidos e analisados. O exame histolégico
revelou contato osso-implante direto em todos os implantes. Entretanto, a analise
morfométrica demonstrou diferenca significativa na porcentagem de contato osso-
implante. Implantes com superficie eletropolida, jateada com areia e com ataque acido
tiveram maior porcentagem de contato osso-implante com valores médios entre 20% a
25%. Implantes jateados com areia e com plasma de titanio demonstraram 30% a 40%

de media de contato dsseo. A maior extens&o na interface osso-implante foi observada



na superficie de jateamento com areia e com ataque acido, com valores médios de 50%
a 60% e na superficie coberta com hidroxiapatita (HA) com 60% a 70%. Entretanto, a
superficie com HA revelou sinais de reabsorcdo. Concluiram, que a extensdo da
interface osso-implante esta relacionada com o aumento da rugosidade da superficie do
implante.

Bowers et al. (1992) estudaram a resposta celular de osteoblastos-like, in vitro,
em superficie de titdnio com diferentes tipos de rugosidades. Um aumento significativo
nos niveis de adeséao celular foi encontrado nas superficies rugosas, jateada com areia
com morfologia irregular. Os resultados corresponderam com os achados in vivo e
sugerem que os implantes devem ser preparados com superficies rugosas nas areas de
contato ésseo.

A importancia da topografia da superficie e da composigcdo do material do
implante na osseointegragdo em osso trabecular foi pesquisada por Wong (1995) que
utilizou trés tipos de implantes de uso comercial, incluindo jateamento, ataque acido a
alta temperatura e cobertura de hidroxiapatita (HA). A rugosidade de superficie e os
parametros espaciais foram medidos para cada grupo de implante utilizando laser.
Implantes cilindricos foram colocados no osso trabecular de joelhos de porcos. Apos 12
semanas, in situ, a osseointegragdo foi avaliada através de testes de tragdo mecanica,
para medir a forca da interface osso-implante, e através de medicdo morfomeétrica
qualitativa da porcentagem da superficie do implante coberto por osso. Implantes
cobertos com HA mostraram maior osseointegragdo em ambos os testes. Foi
encontrada excelente correlacdo entre a pouca rugosidade da superficie do implante e
a falha no tracionamento. Novos métodos para alterar a topografia local e/ou o estado

quimico da superficie do implante puderam propiciar um importante caminho para as



pesquisas e assim melhorar as propriedades de osseointegragdo dos materiais
ortopédicos.

Varias superficies de implante foram pesquisadas por Odont et al. (1997) e
analisadas com torque de remogéo (contra-torque) ou testes de tragdo em diferentes
modelos de animais. As superficies rugosas mostraram maiores valores de resisténcia
em teste mecanico, indicando uma interface implante-osso mais resistente. Este estudo
piloto foi feito para testar os valores de contra-torque em implantes maquinados
totalmente tratados por jateamento e por condicionamento acido. Foi comparado
histomorfometricamente a porcentagem de contato osso-implante em condi¢cbes de
carregamento ou nao, para determinar o grau de correlagao entre os valores de contra-
torque e contato osso-implante com a variagdo da rugosidade. Os resultados sugerem
que a forca da interface osso-implante determinada pelo teste de contra-torque, foi
influenciada pelas diferentes caracteristicas de superficie. As superficies com
condicionamento acido registraram maiores forgas de contra-torque do que as jateada
ou maquinada. A avaliag&o histolégica do contato ésseo nas diferentes superficies de
implantes ndo demonstrou uma vantagem definitiva para superficies rugosas em
relagdo & porcentagem de contato dsseo, quando observado no microscépio optico.

Piattelli et al. (1997) analisaram as reagfes 6sseas em implantes tratados com
plasma spray de titanio carregado precocemente. Um total de 24 implantes (12 na
maxila e 12 na mandibula) foi colocado em macacos. Uma superestrutura metalica foi
cimentada nos 10 implantes da mandibula e da maxila 15 dias apds a cirurgia. Os
quatro implantes remanescentes foram usados como controle. Oito meses apds a
colocacdo dos implantes, um bloco foi removido e os 24 implantes foram recuperados.

A analise histolégica mostrou osso ao redor da superficie de todos os implantes. A



analise morfométrica demonstrou linha 6ssea de 67,2% na superficie dos implantes na
maxila e 80,71% na mandibula. Nenhuma diferenga foi encontrada na porcentagem de
contato osso-implante nos implantes controles. Nos implantes carregados, entretanto, o
osso ao redor dos implantes teve uma aparéncia mais compactada. O estudo
demonstrou que € possivel obter alta porcentagem de contato osso-implante em
implantes com superficie de plasma spray de titanio no carregamento precoce.

Piattelli et al. (1966, 1977), em duas publicagdes seguidas, de casos clinicos,
mostraram evidéncias histolégicas raras de implantes de sucesso resgatados de
humanos tanto por razdes de fratura como por razdes psicologicas. Esses implantes
TPS haviam sido carregados precocemente (aos dois meses) e imediatamente. A
andlise desse material revelou que, em ambos os casos, ao redor dos implantes havia
osso lamelar compacto com a presencga de inumeros sistemas de Havers e dsteons em
contato a 60-70% da superficie. Com o auxilio do corante Von Kossa, observaram
ainda que o osso era altamente mineralizado.

Estudo histomorfométrico, comparando superficies plasma spray de titénio (TPS)
e jateada com areia e ataque acido (SLA) em mandibulas de caes, foi realizado por
COCHRAN et al. (1997), que analisaram os implantes transmucosos em trés tempos de
reparacdo: trés meses ap6s osseointegracéo, trés meses apds osseointegragdo mais
trés meses de carga e trés meses de osseointegragdo mais doze meses de carga. As
diferengas foram importantes entre o periodo isento de carga e o de doze meses com
carga. As superficies SLA apresentaram maior porcentagem de contato ésseo que os
implantes com TPS apds os trés meses. O mesmo ocorreu aos 12 meses de carga,

onde os implantes SLA tiveram uma porcentagem maior que os implantes com TPS.



Baseado nesses resultados sugeriram que a superficie de SLA promove um melhor e
mais rapido contato ésseo do que as superficies de TPS.

De acordo com essa linha de pensamento, Ellingsen (1998) teorizou que
imediatamente apds a instalagdo de um implante, sua superficie entra em contato com
uma série de diferentes substancias encontradas nos fluidos tecidual tais como: ions,
polissacarideos, carboidratos e proteinas, assim como células do tipo condroblastos,
fibroblastos e osteoblastos que reagem com a superficie. Essa camada glicoprotéica,
fruto das reagdes iniciais entre os constituintes teciduais e a superficie implantar,
governara as reagdes subseqiientes que determinardo o tipo de resposta celular. A
continuagdo deflagra uma série de interagdes entre as células que dao lugar a liberagao
de citocinas e fatores de crescimento que modulardo a atividade celular circunjacente
determinando a eventual taxa de aposicdo éssea. Ainda de acordo com o autor,
idealmente uma superficie deveria sempre suscitar o perfeito controle de adsorgéo
protéica e adesdo celular, assim como propiciar condigdes ideais para o crescimento,
diferenciacao e sintese protéica celular subsequente.

Buser et al. (1998) compararam lado a lado dois implantes de titanio diferentes
na maxila de porcos. Os implantes testados foram com superficie maquinada e com
ataque acido (Osseotite®), enquanto que os implantes controles foram os jateados com
areia e condicionado com &cido (SLA). Apds 4, 8 e 12 semanas de reparagéo foi feito
um teste de remogdo dos implantes para avaliar a for¢a necessaria para romper a
interface osso-implante nos dois tipos de superficies. Os resultados demonstraram uma
diferenca significativa entre os dois tipos de superficie. Implantes Osseotite® revelaram
media de valores de remogdo de 62,5 Ncm em quatro semanas, 87,6 Ncm em oito

semanas e 95,7 em 12 semanas de reparagdo. Por outro lado, implantes SLA



demonstraram valores médios de remocao de 109,6 Ncm, 196,7 Ncm e 186,8 Ncm nos
mesmos periodos respectivamente. A média de valores para implantes SLA foi 75% a
125% maior que implantes Osseotite® em até 3 meses de reparagao.

A alteragdo da resposta 6ssea na superficie do implante para aumentar a
qualidade do tecido ésseo é o atual objetivo da terapia clinica. No trabalho de Cooper et
al. (1999) uma cultura de célula foi usada para investigar respostas superficie-
dependente das células de formagao 6ssea. Nesse estudo, o potencial das culturas de
osteoblastos mandibular de feto bovino em formar uma matriz mineralizada em
superficies maquinadas, plasma de titanio e jateada com oxido foi estudada. As
marcagdes imunochistoquimicas associadas com a formagao 6ssea foram usadas para
definir o estagio de diferenciagdo da matriz formada usando microscopio de luz
qualitativa e corante von Kossa, para mostrar a presenga de mineralizagdo da matriz.
Comparando as superficies de plasma de titanio e maquinada (lisa), a de plasma de
titanio mostrou um Unico padrdo de matriz mineralizada formada. A analise
microscopica revelou que cada superficie acumulou um Unico depdsito organico e
inorganico durante a formagéo da matriz, sugerindo que as falhas nas superficies do
titanio comercialmente puro podem alterar a cultura de osteoblastos extracelulares na
formagéo e mineralizagao da matriz.

Amarante e Lima (2001) analisaram os resultados da literatura publicada sobre
superficies de implantes tratadas com plasma de titanio (TPS) e jateadas com areia e
tratadas com acido (SLA). Isoladamente, a textura da superficie foi a caracteristica mais
marcante na promog¢do da osseointegracdo. Os estudos da topografia da superficie
implantar no comportamento celular mostram que o 0sso se deposita indistintamente

em superficies porosas ou lisas, seja em implantes de ceramica, titdnio ou em ampla
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variedade de outras superficies. A porosidade nio é condigdo necessaria para que
ocorra aposicao Ossea, entretanto, desempenha um papel preponderante no percentual
de aposic&o Ossea sobre a superficie do implante, assim como na velocidade com que
essa deposicdo ocorre. Os resultados demonstraram que tanto a rugosidade como o
tratamento quimico das superficies pode influenciar a forca superficial de cisalhamento
(resisténcia oferecida a remocé&o). Estas caracteristicas da superficie do titanio, além de
melhorar o procedimento, podem ainda, por exemplo, permitir a colocagdo dos
implantes em fungdo mais precocemente e ampliar a gama de aplicagbes possiveis
para osso alveolar de densidade inferior, ou favorecer sua aplicagdo em 0sso
regenerado.

A textura da superficie do implante pode influenciar a taxa e a extens&o da
fixacdo 6ssea expressada pelo contato osso-implante (COIl). A proposta do estudo de
Veis et al. (2007) foi comparar a densidade éssea e o COl entre superficie Osseotite® e
lisa em implantes colocados em defeitos 6sseos sem enxerto e cobertos por membrana.
O tempo de reparacéo foi de 2, 3 e 5 meses. N&o houve diferenga nos valores de COI
no segundo e no quinto més entre as duas superficies (na area regenerada), enquanto
que valores de COIl na superficie Osseotite® foi significativamente maior do que na
superficie lisa com trés meses de reparacdo. A mudanca na densidade Oéssea
observada nos trés grupos afetou diretamente os valores de COIl, em ambas as

superficies de implante e o efeito pareceram ser mais evidente na superficie Osseotite®

Um trabalho com 95 pacientes com edentulismo mandibular, os quais receberam

03 implantes cada num total de 285 implantes que imediatamente receberam proteses

fixas, mostrou um indice de sucesso no primeiro ano de 95,0%, no terceiro ano 93,3% e
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no quinto ano 93,3%. Demonstrando um alto indice de sucesso, compativeis aos

implantes com carga tardia, porém com tempo reduzido de tratamento (ENGSTRAND et

al, 2003).

2.2. Remodelacdo Ossea

Apesar de o GH estimular a deposigédo de proteinas e 0 maior crescimento em
quase todos os tecidos do corpo, seu efeito mais evidente &€ aumentar o crescimento do
arcabougo esquelético. Osteoblastos no periésteo do osso e em algumas cavidades
osseas depositam um osso novo nas superficies do osso mais velho. Simultaneamente,
osteoclastos no osso removem o 0sso velho. Quando a taxa de deposi¢cao é maior que
a da reabsorgao, a espessura do osso aumenta. O hormdnio do crescimento estimula
fortemente os osteosblastos. Portanto, os ossos podem continuar a aumentar por toda
a vida sob a influéncia do hormdnio do crescimento; isto é especialmente verdadeiro
para os 0ssos membranosos (GUYTON; HALL, 2002).

O osso remodela em um fendmeno ciclico que consiste na reabsorgdo
osteoclastica seguida pela formagéo osteoblastica. Embora evidéncias sugeriram que o
GH participou na remodelagdo dssea, 0 mecanismo exato continua incerto. A série de
estudos in vitro apontou esclarecer que o GH afetou a formag&o e a reabsorgéo do
0sso. O GH bovino (bGH) aumentou a sintese de DNA, estimulou a atividade de
fosfatase alcalina, aumentou a formagéo do RNAm do pré-colageno tipo | e a sintese de

colageno. O GH aumentou também a formagdo de IGF-I e RNAm de IGF-ligante de



12

proteina-5 assim como a liberacdo de IGF-I pelas células. A adigcédo de IGF-l ou de
IGFBP-5 recombinante aumentou significativamente a atividade de ALP e a formagéo
de RNAm do pré-colageno tipo I. Estes achados indicam que o GH age diretamente
nos osteoblastos para estimular a formacdo dssea e que IGF-l e IGFBP-5 estédo
envolvidos nessa estimulagao do GH. Estes efeitos estimulatérios do GH, na formacgéao
de calo e a diferenciagdo osteoclastica, foram significativamente bloqueados na
presenca de antigeno IGF-I. O GH estimulou a formagao de osteoclasto-like através das
células do estroma celular, estas células formaram calo em fatias de dentina na
presenca MC3T3-G2/PA-6 no estroma celular. Na remodelagdo Ossea, a fase de
reabsorg&o foi seguida por um periodo de formacao. E plausivel afirmar que o GH ativa
a remodelacdo Ossea através da estimulagédo de osteoblastos para formagao 6ssea, e
osteoclastos para a reabsorcdo 6ssea. A agado de IGF esta envolvida na estimulacdo
pelo GH na remodelagéo 6ssea (CHIHARA; SUGIMOTO, 1997).

A remodelagdo ocorre quando ha o equilibrio entre o processo de formagéo
dssea e o processo de reabsorgdo 6ssea, em que o 0sso € gradualmente substituido.
Marx e Garg (1998) declararam que 0,7% do esqueleto humano s&o reabsorvidos
diariamente e reposto por osso saudavel e que a remodelagao de todo o esqueleto
demora 142 dias. A célula diretamente envolvida nesse processo € o osteoclasto. E
uma célula altamente movel e pode migrar ao longo das superficies Osseas e se
localizarem em varias areas a serem reabsorvidas. Passam a secretar enzimas
hidroliticas que dissolvem o tecido 6sseo formando lacunas de reabsorgéo.

Remodelacgdo 6ssea foi definida por Robert et al (1987) como reestruturagéo
existente. E um fenémeno em nivel tecidual em que

interna da estrutura 6ssea pré-

ocorre a ativagao (A) de células precursoras osseas, resultando em uma seqiiéncia de
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atividades (1) de reabsorcao, (2) quietude (Q) e (3) formagao (F). A duracao do ciclo de
remodelacdo A-R(Q)-F referida por Frost, (apud Roberts 1987) & de cerca de seis
semanas para coelhos, 12 semanas para cachorros e 17 semanas para homens. Fase
de quietude (Q) é um periodo de reversdo onde osteoclastos so substituidos por
osteoblastos. O resultado da fase de formacao (F) é o que tem maior variagdo entre as
espécies. A cavidade é preenchida em 4, 5, 10 ou 13 semanas para coelhos, cachorros
e para homem, respectivamente. A média de duragéo do ciclo de remodelacdo A-R(Q)-
F & diretamente proporcional ao tamanho do animal. Usando coelho X como base, os
fatores para eventos fisioldgicos similares em cachorros e humanos é 2 X e 3 X,
respectivamente (Tabela 1). A remodelagdo da interface osso implante, em osso cortical
de um coelho com 6 a 18 meses de idade, assumindo a proporcdo do tempo de

remodelagéo (fator de 3 X), o equivalente em humano é de 17 semanas (Tabela 2).

Tabela 1 — Ciclo de remodelacio 6ssea cortical

Coelho Cachorro Homem
Ativacgido (A) 0.5 semanas 0.5 semanas 1.0 semanas
Reabsor¢io (R) 1.0 1,5 ' 2,0
Quietude (Q) 0,5 1,0 1,5
Formacio (F) 4,5 10,0 13,0
A-R-(Q)-F 6,0 12,0 17,0
Fator X 2X 3X

Tabela 2 — Curso de tempo do desenvolvimento da interface de um implante endoosseo no
0sso cortical.

Coelho homem (3X)
Modela¢io da Superficie
Estagio 1: Formagio do Calo 2 semanas 6 semanas
Estagio 2: Compactagiio lamelar 6 semanas 18 semanas
Remodelac¢io, Maturagao
Estagio 3: Remodelagio da interface 6 semanas 18 semanas
Estigio 4: Maturagio Compacta 18 semanas 54 semanas
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Um modelo de animal conveniente para teste de materiais substituto de osso foi
proposto por Frame (1980) que cita a utilizagdo de animais de grande porte, além de
necessitarem de espago adequado, é cara para adquirir e manter. Para superar essas
dificuldades, outros pesquisadores tém usado animais pequenos como ratos e coelhos.

Os defeitos preparados nesses animais sdo pequenos e esses animais mostram uma

boa reparagao dssea.

2.3. Histologia do Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células
e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. As células sdo: os ostedcitos, que se
situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, produtores da
parte organica da matriz; e o osteoclastos, células gigantes, méveis e multinucleadas
que reabsorvem o tecido 6sseo, participando dos processos de remodelagdo dos
0ssos. A presenca da matriz mineralizada torna o tecido 6sseo dificil de ser cortado no
micrétomo. Por isso, uma técnica muito utilizada no estudo das ceélulas baseia-se na
descalcificacdo do tecido dsseo apés sua fixagcdo num fixador histolégico comum. A
remogéo da parte mineral da matriz é realizada em solugéo acida diluida (por exemplo,
acido nitrico a 5%) ou em solugdo contendo uma substancia quelante (por exemplo, o

sal sédico do acido etileno-diamino-tetracético ou EDTA) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,

2004).
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Os ostedcitos s&o as células encontradas no interior da matriz 6ssea, ocupando
as lacunas das quais partem canaliculos. Cada lacuna contém apenas um ostedcito,
que s&o ceélulas achatadas. Embora essas caracteristicas ultra-estruturais indiquem
pequena atividade sintética, os ostedcitos s&o essenciais para a manuteng&o da matriz
Ossea. Sua morte é seguida pela reabsorgéo da matriz. Os osteoblastos sdo as células
que sintetizam a parte organica (colageno tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas) da
matriz 0ssea. Dispbe-se sempre nas superficies 6sseas, lado a lado, num arranjo que
lembra um epitélio simples. Quando em intensa atividade sintética sdo cubodides, com
citoplasma muito basoéfilo. Porém, em estado pouco ativo, tomam-se achatados e a
basofilia citoplasmatica diminui. Uma vez aprisionado pela matriz recém-sintetizada, o
osteoblasto passa a ser chamado de ostedcito. A matriz se deposita ao redor do corpo
da célula e de seus prolongamentos, formando assim as lacunas e os canaliculos . Os
osteoblastos em fase de sintese mostram as caracteristicas ultra-estruturais das células
produtoras de proteina. A matriz éssea recém-formada, adjacente aos osteoblastos
ativos e que ndo esta ainda calcificada, recebe o nome de ostedide (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Histologicamente existem dois tipos de tecido 6sseo: o imaturo ou primario; e o
maduro, secundario ou lamelar. Em cada osso, o primeiro tecido dsseo que aparece ¢é
do tipo primario (ndo lamelar), sendo substituido gradativamente por tecido 6sseo
lamelar ou secundario. No adulto € muito pouco freqiiente, persistindo apenas proximo
as suturas dos ossos do cranio, nos alveolos dentarios e em alguns pontos de insergdo

dos tenddes. O tecido dsseo primario apresenta fibras colagenas dispostas em varias

direcdes sem organizagéo definida, tem menor quantidade de minerais (mais faciimente

penetrado pelos raios X) e maior propor¢do de ostedcitos do que o tecido 6sseo
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secundario. O tecido 6sseo secundario é a variedade geralmente encontrada no aduito.
Sua principal caracteristica é possuir fibras colagenas organizadas em lamelas de trés a
sete um de espessura, que ficam paralelas umas as outras ou se dispbem em camadas

concentricas em torno de canais com vasos, formando os sistemas de Havers ou

osteons (JUNQUIERA; CARNEIRO, 2004).

2.4. Fatores que Influenciam a Remodelacdo Ossea

Nevins et al. (1998) identificaram os efeitos do diabetes na osseointegragéo. Os
implantes foram colocados no fémur de 10 ratos diabéticos e 10 ratos normais. Os
animais foram sacrificados 28 e 56 dias apdés a implantagdo. Os resultados
histométricos mostraram que a qualidade da formagdo 6ssea foi a mesma nos animais
teste e controle. Entretanto, um menor contato osso-implante foi observado no grupo
teste (diabétido) em relagéo ao grupo controle em ambos os casos (28 e 56 dias). Esse
estudo mostrou que o processo de osseointegragédo € afetado pela diabete.

Mombelli e Cionca (2006) avaliaram o impacto da doencga sistémica e o seu
tratamento no sucesso da osseointegracdo. Uma pesquisa foi feita procurando estudos
em humanos com doenca sistémica e implantes osseointegrados. Para muitas
condicdes sistémicas ndo ha na literatura estudos comparando pacientes com e sem a
doenga. A evidéncia para a recomendacdo de terapia com implantes & pobre e consiste
em apresentagbes de alguns casos de sucesso de tratamento. Em relagéo a diabetes, a

heterogeneidade do material e a metodologia dos artigos incluem uma meta-andlise. A
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maioria dos estudos mostra um aumento significativo do risco de falha do implante em
diabéticos. Os dados de 17 artigos sobre osteoporose sdo muito heterogéneos. A
evidéncia de associagdo entre osteoporose e falha do implante é pequena. O autor
concluiu que os estudos que mostram contra-indicagdes da terapia com implantes
devido a doengas sistémicas s&o baixos.

McCraken et al. (2005) estudaram a osseointegragdo de implantes em ratos
diabéticos descompensados e insulino-dependentes controlados. Cento e cinqiienta e
dois ratos foram divididos em grupo controle, diabéticos descompensados e diabéticos
insulino-dependentes. Os ratos receberam straptozotocin (65 mg/kg) para induzir
diabetes, animais diabéticos receberam um implante de insulina subcutaneo. Os
implantes de titanio (1,5 x 8 mm) foram colocados na tibia dos animais e removidos com
2, 7, 14 e 24 dias e examinados histologicamente. O osso ou tecido ostedide adjacente
aos implantes foi qualificado percentualmente. O tempo e o tratamento foram fatores
significantes no prognédstico da resposta 6ssea em implantes. O pico da média de
volume 6sseo foi no 7° dia e diminuiu gradativamente até o 24° dia. O volume 6sseo
adjacente ao implante nos ratos diabéticos foi significantemente maior do que no
controle. Animais diabéticos tratados com insulina ndo tiveram diferenga estatistica com
o0 grupo controle.

Smith, Berger e Dodson (1992) observaram em seu trabalho que o risco de
falhas esta diretamente relacionado ao maior nimero de implantes instalados, devido
ao maior periodo cirargico, aumentando o risco de contaminagéo bacteriana, além de o

trauma ser maior, podendo levar a um aumento no indice de insucesso.

Muitas contra-indicagdes devido a doencas sistémicas s&o relativas. Uma vez

que esses pacientes sdo aqueles que mais precisam de reabilitagdo oral com
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implantes. Os tratamentos com implantes foram limitados devido & intercorréncia de
fatores sistémicos. Outro aspecto foi o risco de contaminagdo devido ao proprio
tratamento  cirirgico, que pode interferir no curso da condigdo sistémica
(STREENBERGHE et al., 2003).

Os principais fatores locais relacionados as falhas de implantes foram de origem
enddgena e consistem basicamente na caracteristica anatémica e na qualidade ossea
do sitio receptor. Todavia, o tratamento com implantes dentarios em pacientes com
osteoporose severa mostra que esta ndo &€ uma contra-indicagdo para utilizagdo dessa
técnica (FRIBERG, 1994).

No trabalho de Bain e Moy (1993) foi observado que pacientes que receberam
enxertos intra-bucais com simultanea instalagao de implantes e que relataram fumar no
periodo da cirurgia, apresentaram perda 6ssea e/ou de implante superiores aos nio
fumantes, este fato ocorreu porque o fumo causa efeitos adversos na reparagédo. A
meta analise revelou uma significativa relagdo entre o fumo e o risco de falha na
osseointegracdo de implantes, mais particularmente para aqueles implantes localizados
na maxila.

Em um levantamento bibliografico usando Pub Med e Japana Centra Revero
Medicina (japonés) Hinode et al. (2006) analisaram 175 artigos e apés uma detalhada
revisdo 19 deles foram inclusos na meta-anélise. Foi concluido que quando os
pacientes fumantes sdo comparados a pacientes ndo fumantes a taxa de falha de
implantes osseointegrados foi significativamente maior. O autor considerou um implante
ste teve que ser removido por alguma razdo ou mostrou perda 6ssea

perdido quando e

progressiva verificada através de radiografias. O artigo mostrou também que os casos

de insucesso foram estatisticamente maior na maxila de pacientes fumantes, quando
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comparados com ndo fumantes, porém na mandibula ndo houve diferenga entre os
pacientes.

Em um estudo restrospectivo de 15 pacientes, Sweet (1992) mostrou que houve
um aumento dos problemas na reparacdo dos enxertos com colocagao simultéanea de
implante em pacientes fumantes. Os 15 pacientes foram divididos em dois grupos de
fumantes e n@o fumantes. Cinco dos pacientes eram fumantes e dez ndo fumantes. Os
casos foram avaliados pela reparagdo diminuida, definida como deiscéncia ef/ou
infeccdo que resultou em perda 6ssea e/ou de implantes. Apenas um de dez n3o
fumantes teve a reparagdo diminuida, enquanto quatro de cinco fumantes tiveram
problemas.

Bain e Moy (1993) revisaram 2194 implantes colocados em 540 pacientes em um
periodo de seis anos. A taxa total de falha de 5,92% foi consistente com outros estudos;
porém, quando os pacientes foram subdivididos em fumantes e ndo fumantes, foi
encontrado uma porcentagem significativamente maior de falhas em fumantes (11,28%)
do que em nao fumantes (4,76%). Estas diferengas foram significativas em todas as
areas exceto na regido posterior da mandibula. Enquanto as taxas das falhas diminuem
com aumento do comprimento do implante, falhas em qualquer comprimento de
implante foram maiores em fumantes do que em n&o fumantes. O possivel mecanismo
de falha em fumantes foi discutido, e um protocolo de interrupgéo do fumo proximo a
data da cirurgia foi proposta. Sugeriram que o paciente parasse de fumar pelo menos
uma semana antes da cirurgia para permitir reverséo dos altos niveis de adesé&o
viscosidade sangiinea, assim como a diminuigdo dos efeitos associados

plaquetaria e

com a nicotina. O paciente deve manter a abstinéncia ao fumo por pelo menos dois
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meses apos a colocag&o do implante, tempo necessario para a reparagéo 6ssea, fase
de osteoblastos e inicio da osseointegracio.

Entre 1990 e 2003, 71 pacientes (15 mulheres e 56 homens com idade média de
57,8 anos) foram tratados com implantes dentarios apés radioterapia e cirurgia radical
de cancer de boca. A radioterapia foi administrada em fragbes diarias de 2Gy durante
25 dias (total de 50Gy). Foram colocados ao todo 316 implantes em osso residual néo
irradiado (84; 27%), em osso residual irradiado (154; 49%) ou osso enxertado (78; 25%)
em varios intervalos (média de 1,41 anos, 0,34-6,35 anos). O acompanhamento de
tempo apds a colocagdo do implante foi em media de 5,42 anos. A taxa de
sobrevivéncia de todos os implantes aos 2, 3, 5 e 8 anos foi 95%, 94%, 91% e 75%
respectivamente. Foram perdidos 44 implantes em 21 pacientes durante o periodo de
observagdo. A irradiagdo na mandibula mostrou uma significativa queda na
sobrevivéncia do implante comparado com o0 o0sso nado irradiado. A taxa de
sobrevivéncia em 8 anos no osso residual ndo irradiado (2 perdidos), no osso residual
irradiado (29 perdidos) e no osso enxertado (13 perdidos) foi de 95%, 72%, e 54%
respectivamente. O tempo de implantag&o ap6s irradiagdo mostrou nenhuma influéncia
estatisticamente significante. A radioterapia com 50Gy foi relacionada com a queda na
sobrevivéncia do implante na mandibula. A sobrevivéncia é menor em enxertos. O
tempo da colocagdo do implante ndo teve influéncia estatisticamente significante na

sobrevivéncia do implante nas condigbes desse estudo. Portanto a sobrevivéncia do

implante € menor em mandibulas irradiadas (YERIT et al., 2004).

2.5. Horménio do Crescimento
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2.5.1. Historico

Isakson et al. (1987) demonstraram a relagso entre um fator na pituitaria e o
crescimento corporal. Em um experimento subseqiente produziram crescimento acima
do normal em ratos intactos com a administragdo de extrato pituitario bovino. Na
decada de 40, uma proteina altamente purificada foi isolada da pituitaria bovina que
produziu crescimento somatico quando administrado em ratos hipofisectomizados ou
intactos. Esta proteina exibiu um pequeno ou nenhum efeito sobre as génadas e a
glandula tiredide e foi chamado GH ou somatotropina. A estrutura molecular do GH néo
foi revelada até o inicio da década de 70 quando a total sequéncia de aminoacidos foi
determinada. Em 1923, foi observada a diminuicdo da largura da cartilagem epifiseal
em gatos e cachorros hipofisectomizados. Também se observaram que o tratamento
com extrato do I6bulo anterior da pituitaria reverte parcialmente estes efeitos e que o
GH aumentou o tamanho dos ratos hipofisectomizados pelo crescimento na espessura
nas zonas de crescimento na cauda vertebral, sugerindo que o GH aumenta a
espessura do disco de crescimento pela estimulagao da proliferagado dos condrécitos. A
determinacdo do disco de crescimento e a sua largura em tibia de ratos
hipofisectomizados foram correlacionadas a uma sensivel e especifica atividade
bioldgica do GH, e é ainda usada como um dos métodos de referéncia para determinar
a atividade do GH in vivo. Outros horménios como a insulina e o da tiredide também
influenciam o crescimento 6sseo, mas o GH € o unico hormédnio reconhecido que
escimento longitudinal do o0sso de uma maneira dose dependente sobre

estimula o cn

uma larga abrangéncia de doses. O crescimento dos tecidos é o resultado de um
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aumento do numero celular, do tamanho das células ou ambos. Tem sido demonstrado
que o GH estimula o crescimento da cartilagem e de outros tecidos principalmente pelo
aumento do numero de células do que do tamanho das mesmas. Uma questdo
controvérsia referente ao mecanismo de acao do GH na promogdo do crescimento do
esqueleto € quando o GH age diretamente no local do disco de crescimento ou
indiretamente regulando o nivel de circulagdo de somatomedina ou fatores de
crescimento parecidos com a insulina (IGF). A hipétese da somatomedina implica que a
agéo do GH no crescimento do esqueleto nao foi devida diretamente a interagao do GH
e o crescimento do tecido, mas mediado pelo IGF-I, o qual foi sintetizado num local
distante (o figado). A administragdo local do IGF-I também estimulou a largura da
cartilagem epifiseal e o crescimento longitudinal do osso, mostrando que a
administragdo exogena de IGF-I teve a capacidade de estimular localmente o
crescimento 6sseo. Nao existiram efeitos sinérgicos sobre o crescimento longitudinal do
0sso quando o GH e o IGF-I foram administrados simultaneamente. A administragéo
local do GH ou IGF-I para ratos hipofisectomizados estimulou o crescimento do osso
unilateral mostrando que ambos os pepitideos diretamente ou independentemente
estimularam os condrécitos epifiseal in vivo.

Guyton e Hall (2002) concluiram que 0s principais hormdnios da hipéfise anterior,
além do GH, exercem seus efeitos mais importantes estimulando glandulas-alvo,
incluindo a glandula tiredide, o cortex adrenal, os ovarios, os testiculos e as glandulas
mamarias. As funcdes de cada um desses hormonios hipofisarios estao relacionadas
com as fungbes de suas respectivas glandulas-alvo. O GH, em contraste com outros

horménios, ndo funciona através de uma glandula-alvo, mas exerce seus efeitos sobre

todos ou quase todos os tecidos do corpo. O GH, também chamado de horménio
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somatotrépico ou somatotropina é uma pequena molécula de proteina que contém 191
aminoacidos numa cadeia Unica e tem um peso molecular de 22005. Causa o
crescimento de quase todos os tecidos do corpo que s&o capazes de crescer. Promove
0 aumento do tamanho das células e do nimero de mitoses com o desenvolvimento do
numero aumentado de células e a diferenciagéo de certos tipos celulares como as
células do crescimento 6sseo e células musculares primitivas.

Os efeitos do GH biosintético nas propriedades biomecanicas na reparacdo de
fraturas de tibias e de ossos intactos em ratos foram estudados apoés 20 e 40 dias de
reparagcao da fratura. No trabalho de Bak, Jorgensen e Andreassen (1990) foi injetada
uma dose de 2,0 mg/kg/dia de bhGH, por via subcutanea, em duas doses diarias. Em
animais controle foi injetado o volume correspondente de soro. Apds 20 dias de
reparagao da fratura ndo houve diferenga nas propriedades mecanicas entre 0 0sso
fraturado e o intacto. Apos 40 dias, o maior carregamento e o pico de massa da fratura
no grupo bhGH-injetavel teve um aumento de mais de 400% em relagdo ao grupo
controle. O estresse e a absor¢&o de energia no ultimo carregamento aumentou 270%
comparado com o grupo controle. Observou-se maior carregamento, massa e absorgao
de energia no osso intacto no grupo bhGH-injetavel, mas ndo houve diferenca nos
valores de estresse ou de energia normal, mostrando que a mudanga no osso intacto
foi um fendbmeno quantitativo.

Segundo Marcus (1997) trés processos ocorrem no esqueleto: modelagdo
durante o crescimento, reparo da fratura e remodelagao. Remodelagdo é a reabsorcéo
6ssea associada. A formacdo 6ssea e alteragbes na balanga de remodelagdo séo os
caminhos finais para a perda de 0sso. Os agentes terapéuticos s&o responsaveis por

minimizar o fendémeno normal da idade relacionado com a perda 6ssea e por proteger
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contra fraturas por osteoporose. Estes agentes reduzem a taxa de reabsorcdo ossea,
tem efeitos positivos na massa ossea e na redugéo de algumas fraturas. Nada, no
entanto, devolve a parte mineral do 0SSO para niveis normais. O GH tem sido muito
importante devido aos efeitos positivos in vitro e in vivo: Adultos com deficiéncia de GH
tém baixo nivel de densidade mineral ¢ssea (DMO) quando comparados com pessoas
saudaveis e as razdes desse achado sio controversos. Um fator negligenciado é o
artefato de mensuragdo com o uso da absormetria radiolégica de dupla energia (ARD).
Ha muito tempo a terapia com GH tem a sua importancia clinica, aumentando os niveis
de DMO em adultos com deficiéncia de GH. O pequeno aumento de DMO lombar ou a
manutengao da DMO no quadril mostram que n3o séo tdo bons quanto os resultados
obtidos em terapias de administracdo mais barata e facil.

Cacciafesta et al. (2001) avaliaram a forga biomecanica e a formagao dssea em
defeitos na calvaria de ratos utilizando membranas de politetrafluoroetileno (e-PTFE) e
tratada sistemicamente com GH recombinate humano (rhGH). Quarenta ratas foram
divididas em dois grupos de 20 animais cada um, aleatoriamente. Os defeitos do osso
foram cobertos com uma membrana de e-PTFE extra e endocranialmente. No dia da
cirurgia, o grupo rhGH recebeu 2,7 mg rhGH/Kg/dia e o grupo placebo recebeu solugao
de cloreto de sodio. Os animais foram sacrificados 28 dias apds a cirurgia. A carga final,
a rigidez final, e a absor¢do de energia na carga final foram significativamente
aumentados no grupo rhGH. Também, o tecido seco e os pesos das cinzas foram
aumentados significativamente no grupo rhGH. A reconstrugao 3D do osso mostrou que
havia quase duas vezes mais volume do osso atual nos defeitos do grupo rhGH

comparados com o grupo do placebo. A experiéncia demonstrou que a administracdo
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do rhGH realga a deposigdo de osso e g forca mecanica de defeitos em reparacdo em
calvaria de ratos coberta com membranas de e-PTFE.

A atividade diminuida de GH-insulin-like-| ocorre em pessoas idosas e contribui
para a diminuigdo da massa corporal e para o aumento da massa de tecido adiposo.
Rudman et al. (1990) avaliaram 21 homens saudaveis de 61 a 81 anos quem tiveram
concentragGes plasmaticas IGF-I menor que 350 U/l durante um periodo de seis meses
de controle e um periodo de seis meses de tratamento. Durante o periodo do
tratamento, 12 homens (grupo 1) receberam aproximadamente 0.03mg/kg de GH
biossintético, subcutaneo, trés vezes por semana, 9 homens (grupo 2) ndo receberam
nenhum tratamento. Os niveis plasmaticos IGF-I foram medidos na massa corporal, na
massa de tecido adiposo, na espessura da pele (epiderme e derme) e na densidade
0ssea em nove locais esqueletais. No grupo 1, a média de concentragao plasmatica de
IGF-I  foi de 500 a 1500 U/l durante o tratamento, enquanto no grupo 2 esta
concentracao permaneceu abaixo de 350 U/I. No grupq 1 houve aumento de 8.8% na
massa corporal, diminuicdo de 14.4 % de massa de tecido adiposo e um aumento de
1.6% na densidade vertebral 6ssea lombar . A espessura de pele aumentou 7.1% e néo
houve nenhuma mudanga significativa na densidade éssea. No grupo 2 nio houve
mudancga significativa. A secregdo diminuida de GH foi responsavel em parte pela
diminuicdo da massa corporal, pelo o aumento do tecido adiposo e pela a fragilidade da
pele que ocorre em pessoas idosas. Apos os 30 anos a secregéo de GH pela glandula
pituitaria tende a diminuir. O fato do GH ser secretado em pulsos principalmente nas
primeiras horas do sono, sua mensuracdo foi dificultada, por isso ele foi medido

indiretamente pela concentragao plasmatica de IGF — |, também conhecido como

somatomedina C.
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Andreassen et al, (1995) investigou a influéncia do GH na formacéo dssea, forca
mecanica e composi¢do em 0sso cortical de ratos com dois anos de idade. Foi dado
aos ratos horménio de crescimento humano biossintético (bhGH) numa concentragao
de 2,7 mg/kg/dia em duas injecdes diarias por 20, 40 ou 80 dias e todos os animais
foram sacrificados 80 dias apos a administracdo do bhGH. Para o grupo controle foi
administrado soro. Todos os animais foram marcados com tetraciclina nos dias 41 e 69.
Apenas o grupo bhGH-80 dias foi marcado duas vezes com tetraciclina sub-periostal ao
redor de toda diafise do fémur e esse padro foi seguido em todos os animais do grupo.
Duas marcagdes sub-periostalmente no sentido postero-medial foram achadas em
todos os animais do experimento e comparando com o grupo controle 400% e 800% de
aumento de aposigdo mineral foi encontrada no grupo bhGH-40 dias e bhGH-80 dias,
respectivamente. A analise através do microscépico de luz polarizada mostrou que esse
novo osso depositado estava organizado em lamelas concéntricas e tinha a mesma
dire¢ao das fibras colagenas quando comparado com o osso formado antes do inicio da
aplicagdo do bhGH. A area do osso cortical em corte transversal foi aumentada no
grupo bhGH-40 dias e bhGH-80 dias. Na parte enddssea, marcagdes espagadas foram
encontradas nos animais de todos os grupos e n&do houve diferenca na por¢gdo medular.
A analise mecanica revelou um aumento na forga mecéanica em toda diafise 6ssea apos
administracdo de bhGH. Quando os dados foram corrigidos para dimensdes da diafise
6ssea, nenhuma diferenga nas propriedades mecanicas intrinsecas no tecido 6sseo foi
encontrada. Correspondentemente, um leve aumento na concentragdo de peso no
grupo bhGH-injetado foi observado. A administragéo de bhGH sempre aumenta o peso

corporal, a massa muscular, a concentragao total de IGF-1 e tiroxina.
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O efeito da administragio de GH em periodos diferentes na reparagdo de
fraturas de tibia de ratos foj investigado por Nilsen et al. (1991) apéds 40 dias de
recuperac@o. O GH humano biossintético numa concentragdo de 2,7 mg/kg/dia foi
administrado em trés grupos de ratos por 1, 2 ou 3 semanas apos a fratura, uma
solugéo salina foi administrada para o grupo controle por 3 semanas. Os valores de
carga final e rigidez final das fraturas aumentaram nos grupos com aplicagdo de GH por
2 ou 3 semanas. Andlise linear regressiva revelou uma alta probabilidade de correlagdo
positiva. Nos ossos intactos um aumento da carga final, rigidez e absorgo de energia
foi observado no grupo com aplicacdo de GH por 3 semanas, uma analise linear
regressiva mais uma vez mostra uma alta probabilidade de uma correlagao positiva.

Segundo Harris e Heaney (1969) a massa do esqueleto de cachorros adultos de
ambos os sexos pdde ser significativamente aumentada pela administragdo exdgena de
GH bovino (0,5mg/kg/dia por 84 dias) sem indugdo de acromegalia ou diabetes. Esse
aumento foi uma consequéncia de formagdo de novo osso. Este novo osso foi
histologicamente e microrradiograficamente normal.

Evidéncias clinicas e experimentais mostraram a importancia do GH pituitario no
aumento do esqueleto. A osteogénese e a condrogénese diminuiu em ratos
hipofisectomizados, esse processo foi estimulado pela administragdo de GH (SALMON;
DAUGHADAY, 1957).

Nos dias atuais o horménio de crescimento pode ser biossintetizado (rhGH) pela
bactéria Escherichia coli, em decorréncia da aplicagao bem sucedida da tecnologia do
DNA recombinante. Entretanto, esse hormdnio esta comegando a se tornar disponivel
em quantidades suficientes para fins terapéuticos. Os individuos que apresentam

deficiéncia do horménio do crescimento podem ser completamente curados se forem
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tratados no inicio da vida. Além disso, o horménio do crescimento humano pode ser
benéfico em outros distarbios metabolicos, em virtude de suas varias fungdes

metabolicas no organismo (PIRINEN, 1995).

2.5.2. Agao local

Tressgerres et al. (2005) em seu trabalho avaliou o quanto a administracdo de
rhGH pode influenciar a formagéo de osso ao redor do implante colocado em tibias de
coelhos novos. Trinta e dois coelhos New Zealand foram separados em 2 grupos. O
grupo experimental recebeu 4 Ul (1,2 mg) de rhGH em forma de pé¢ liofilizado no alvéolo
cirurgico do implante e o grupo controle ndo recebeu tratamento hormonal. Os animais
foram sacrificados 1, 2, 3 e 6 semanas apos a cirurgia laminas histologicas foram
fabricadas e observadas em microscépio de luz. As laminas foram analisadas
morfométricas e densitométricamante para calcular a quantidade de novo osso
formado. O grupo rhGH de 2 semanas mostrou aumento do trabeculado 6sseo através
do periésteo, com trabeculado mais grosso e irregular do que o observado no grupo
controle. Uma tendéncia de que o grupo rhGH tinha melhor area éssea e menor
densidade foi observada embora os grupos ndo se diferenciassem significativamente.
No entanto, o contato osso-implante nas duas e seis semanas foi significantemente
maior no grupo com rhGH. Um aumento na resposta cortical atraves de reacgdes do
periosteo e endbésteo foram observados com a administragéo local de rhGH,

contrariando muitos autores. Nas primeiras fases de reparo 6sseo, os ostedcitos
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estavam mais desorganizados e na 62 semana mais organizados. Os autores
concluiram que a administragdo local do rhGH pode estimular as primeiras fases do
processo de remodelagao 6ssea.

Em outro trabalho Tresguerres et al. (2002) determinou o quanto o rhGH
administrado localmente durante a colocagdo do implante na tibia de coelho com
osteoporose, pode induzir qualitativa e quantitativa diferenga na reagdo do osso peri-
implantar. Oito coelhas foram ovariectomizadas e submetidas a uma dieta pobre om
calcio (0,07 de calcio) para induzir osteoporose. Apés 6 semanas, implantes de titanio
foram colocados na tibia das coelhas. Os animais foram dividos em dois grupos iguais.
O grupo experimental foi tratado com 4 IU de rhGH na forma de p6 liofilizado
adicionado localmente no alvéolo cirdrgico e o grupo controle colocou o implante sem
tratamento hormonal. Apds 2 semanas, os animais foram sacrificados, pedagos de tibia
foram preparados e a interface osso-implante foi examinada com microscopio de luz. As
comparagbes de quantidade de reagdo oOssea foram feitas morfométrica e
densitométricamente. Os autores concluiram que a administracdo local de rhGH
durante a colocagdo do implante em tibias de ratas com osteoporose induz reagéo
periostal e transcortical e mineralizagéo 6ssea apés 14 dias ao redor da superficie do
titanio, sem aumento da reabsor¢ao 6ssea.

Muitos fatores puderam modificar a osseointegragdo, entre eles a idade e a
possibilidade do uso de horménio de crescimento para melhorar esse fenémeno. Arriba
et al. (2001) usaram uma técnica histolégica que permite estudar ndo apenas a
interface, mas também toda resposta 6ssea em areas distantes. O rhGH foi usado
topicamente em animais idosos que tinham implante de titdnio na tibia. Um grau

homogéneo de osseointegragao foi observado em ambos os grupos, controle e teste. O
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tecido Osseo localizado distante da area cirurgica apresentou certo aumento nas
lacunas Osseas no grupo teste, mas nao no grupo controle. Isso sugeriu que a agdo do
rhGH nos sitios 6sseos reflete em reabsorgao das suas lacunas.

Hedner et al. (1996) realizaram um estudo 93 ratos machos, a administragéo
local e sistémica dentre outras substancias do horménio do crescimento recombinante
humano (rhGH; Genotropin, Lot 66138 A5; 2.0 IU/mg) combinado com membranas e-
PTFE (GORE-TEX), produziram defeitos transdsseos de 5 mm na regido do angulo da
mandibula. Foram instaladas membranas tanto por vestibular quanto por lingual. Nos
experimentos com administracdo local, cada grupo continha seis ratos e os defeitos
foram feitos em ambos os lados direito e esquerdo. A administragdo local do rhGH foi
feita por catéteres através de um dispositivo que forga para dentro os fluidos numa
diregdo Unica, colocado na regido do defeito 6sseo somente pelo lado vestibular. No
defeito do lado direito da mandibula foi injetado o rhGH (0,2, 2,0 ou 20 ug/dia) e no
defeito do lado esquerdo da mandibula foi injetado apenas solugdo salina. Os
resultados foram avaliados apds quatro semanas de reparagdo. Quando o rhGH foi
administrado localmente observaram uma clara atividade estimulatéria de regeneragéo
6ssea com resultados estatisticamente significantes para as dose de 2 e 20 ug/dia.
Esse estudo enfatizou que o rhGH exerce efeito especifico e direto no tecido ésseo.

Administracdo local de hormonio de crescimento in vivo na cartilagem do disco
de crescimento da tibia proximal em ratas hipofisectomizadas resultou no aumento
longitudinal do crescimento Osseo. Esse achado sugeriu que o horménio de
crescimento estimulou diretamente as células do disco de crescimento e contrariou a
teoria de que o GH aumenta a concentragéo plasmatica de somatomedina e ela que

agiria localmente. O resultado contrariou a teoria de que o aumento da concentragao
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plasmética de somatomedina causa aceleragé&o longitudinal do crescimento 6sseo apds
administragéo de GH. Na verdade, parece que a somatomedina foi produzida como

consequéncia da agdo do GH em varios tecidos como foi sugerido anteriormente

(IAKSSON; JANSON; GAUSE, 1982).
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3. PROPOSIGAO

O presente trabalho tem a finalidade de avaliar, através da andlise
histomorfolégica se o uso tépico de Horménio do Crescimento recombinante humano

(rhGH) melhora a reparacdo 6ssea ao redor dos implantes (com tratamento de

superficie OSSEOTITE®) instalados em tibias de coelhos.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Selecao dos Animais

Foram utilizados oito coelhos New Zealand fémeas, com peso variando entre 3,0
kg e 3,4 kg e idades entre 11 e 15 meses, provenientes do biotério do Laboratério
Universitario de Analises Toxicologicas (Unitox) da Universidade de Santo Amaro —
Unisa.

A pesquisa foi realizada de acordo com os “Principios Eticos de Experimentagao
Animal” elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
entidade filiada ao International Council of Laboratory Animal Science (ICLAS), com
base em “Normas Internacionais para a Utilizagdo de Animais em Pesquisa” que se
apresentam com base na triade: “Sensibilidade, Bom Senso e Boa Ciéncia”. Os animais
foram inicialmente mantidos em observagdo por um periodo de 15 dias apdés sua
chegada, para que fossem descartadas quaisquer anomalias em seu estado geral de
salide. Foram acondicionados em local apropriado com ventilagdo e temperaturas
controladas (22 + 2° C). Os animais durante todo o experimento foram alimentados com
ragao Nutriara®' e &agua administrada ad libtum. A higienizacdo das gaiolas foi
realizada de acordo com as normas do biotério do Unitox, ou seja, lavadas diariamente

com agua e sabdo e desinfetadas com desinfetante hospitalar, sendo realizada a troca

' Paulinia, Sdo Paulo- Brasil
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da maravalha estéril diariamente. Durante o periodo experimental, os animais foram
mantidos em gaiolas de ferro sob as mesmas condigbes ambientais.

Os animais receberam a mesma quantidade e qualidade de ragéao e ficaram sob
a superviséo dos veterinarios da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNISA. O

protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNISA

REGISTRO CEP UNISA N° 042/07 (ANEXO A).

4.2. MATERIAL

4.2.1. Material permanente

Para realizagdo do experimento, foram utilizados 04 jogos de fresas cirirgicas
BIOMET 3i® 2 (Figura 1), 01 chave Torque-Lock 3, 01 motor BIOMET 3i® 2 (Figura 2),
03 contra-angulos redutores 16:1, 04 jogos de instrumentais cirdrgicos Duflex 4
(contendo seringas carpule, descoladores de Molt, pingas dente de rato, pingas

hemostaticas, afastadores Sammiler), 01 porta agulha Maio Hegar, 01 sugador de

sangue e saliva portatil Nevone ® 01 um torpedo de oxigénio medicinal WHITE MED ¢,

2 |mplant Innovations do Brasil Ltda. S&o Paulo — Brasil
3 |ntra-Lock Int., Inc., Boca Raton, Florida, EUA

*Duflex Juiz de Fora — Brasil
5 NS Indastria e comércio Ltda — Ribeirdo Preto — S0 Paulo — Brasil

5 WHITE MARTINS — S&o Paulo — Brasil
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01 seladora BARBI 7, 04 chaves digitais hexagonais 0,88 média, 04 chaves de catraca,

01 autoclave M9 ULTRACLAVE &,

4.2.2. Material de consumo

Foram utilizados 32 implantes com superficie tratada Osseotite® da marca BIOMET
3i® com 3,25 mm de diametro e 8,5 mm de comprimento com hexagono extemo, 16
fios de sutura de nylon ETHICON® ° com agulha % circular de 1,5 cm com secao
triangular, 20 cabos de bisturi estéreis '° e Iaminas nimero 15 EMBRAMED "' | 08
sugadores descartaveis cirirgicos INDUSBELLO " | de plastico estéril com pontas
sobressalentes, 08 kits de paramentagdo cirlirgicos estéreis e descartaveis FIORELLI
3 composto por um campo cirtrgico fenestrado 90 X 90 cm gramatura 50 e dois
protetores para mangueiras 1,20 x 0,08 cm gramatura 30, 60 pacotes de compressas
de gaze estéreis 13 fios CREMER " , 16 pares de luvas cirlrgicas estéreis 7,5
MADEITEX ', 16 toucas, 16 mascaras cirirgicas , 16 aventais cirurgicos estéreis em

autoclave, 16 frascos de soro fisiologico '® de 250 ml a 0,9% e 16 agulhas gengivais

Misawa "7 .

7 BARBI Industria Mecanica Ltda — Sdo Paulo — Brasil

® DABI ATLANTI — S3o José do Rio Preto — Sgo Paulo - Brasil

? Jhonson e Jhonson, Sdo José dos Campos — S&o Paulo - Brasil lote 666174, val. 10/2009

" Embramed Industia e Comércio Ltda — Sdo Paulo — Brasil lote 43770, va. 12/2009

" Embramed Industria e Comércio Ltda — Sdo Paulo — Brasil lote 05905 fab. 24/01/2005

2 INDUSBELLO Industria de instrumentos Odontolégicos Ltda Londrina PR — Brasil lote SUG7608 Fab. 10/12/2006 Val. 10/12/2009
3| a fiorelli Confecgdes Ltda — Marilia - Sdo Paulo — Brasil

“ (CREMER S/A Blumenau — Santa Catarina — Brasil) lote 6004225/34 Fab. Ago. 2006 - Val Ago. 2008
'S MADEITEX Indistria e Comeércio de artefatos de Latex Ltda — S&o José dos Campos — Sdo Paulo

'8 Biossintética Lote 05011082 Fab. 01/2006 Val. 01/2008

7 Misawa Medical Industry Co, Ltda — Japao Lote 010507 Fab. 06/05/2000
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4.3 METODO

4.3.1. Preparo dos Animais

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais e identificados por
numeros marcados em suas orelhas. No prontuario havia a data da cirurgia e 0 nome
do cirurgido.

Os animais foram pesados no pré-operatorio para que fosse estabelecida a dose
ideal do anestésico e da medicagado pos-operatoria.

Na medicacao pré-anestésica (MPA) foram utilizados 0,6 ml de cloridrato de
ketamina ', 0,3 ml de Midazolan ' e 0,5 ml de Mepiridina % intramuscularmente e, para
a indugdo 1,0 ml de Ketamina intramuscular (IM), injetada apés 10 minutos da MPA;
como manutengao, foi aplicada 0,4 ml de Ketamina a cada 15 minutos até o término da
cirurgia. A partir da indugdo, o animal passava a receber oxigénio, via mascara
inalatéria adaptada ao focinho durante todo o procedimento cirirgico. Apdés a
verificagdo da indugdo anestésica pela auséncia do reflexo de dor estimulada pela
pressao bidigital na orelha do animal, foi realizada a tricotomia na regiéo da tibia (Figura
3) a ser operada, diminuindo assim o estresse do animal. Este recebia anestesia
infiltrativa na regido medial da tibia, onde era aplicado com uso de seringa carpule, um

tubete de anestésico contendo cloridrato de priclocaina mais felipressina a 0,03 Ul/ml

8 vetanarcok, Laboratério Kong S/A, Alvallaneda, Argentina
¥ Midazolan
2 Meperidina
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. 21 T . s . ¢
citanest ©'. A anestesia infiltrativa foi realizada, para promover a vasoconstrigdo local e

assim diminuir o sangramento.

4.3.2. Técnica cirtrgica

Com uso de bisturi com lamina n° 15c, foi feita incisdo na pele na face anterior da
tibia (Figura 05) com extensdo de 5 cm aproximadamente. Posteriormente, foram
incisadas as facias musculares com exposicdo da musculatura (Figura 06). Com uso de
uma tesoura Metszembaun foi feita a divulsdo da musculatura até a exposi¢cao do
peridsteo que se apresentava extremamente delgado. Este por sua vez, foi incisado
com uma leve pressao da lamina de bisturi contra o osso. Em seguida, o periésteo foi
descolado com o uso de uma cureta de Molt e com auxilio de uma pinga mosquito,
permitindo a exposicdo completa da superficie 6ssea (Figura 07) com o menor trauma
possivel.

O contra-angulo cirirgico 16:1 conectado ao micromotor cirurgico tinha a rotacéo
previamente ajustada para 1700 rpm e a bomba peristaltica ajustada para o maximo de
vazao.

Um jogo de fresas para perfuragdo BIOMET 3i® estéril foi depositado sobre o
campo cirurgico, quando entdo, foi dado inicio as perfurages para o preparo dos
alvéolos cirtrgicos. Inicialmente utilizou-se a fresa esférica (Figura 08) para marcar os

pontos de perfuragdo (Figura 09), que foi feito no lado medial da tibia o mais proximo

A Dentsply Pharmaceutical Lote 294525 Catanduva - Sao Paulo — Brasil
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possivel da articulagdo do joelho e a segunda o mais distante possivel, na diregdo da
articulagao da pata, sem provocar danos as mesmas. Na sequéncia foi utilizada a fresa
super-cortante (Figura 10), alterando o protocolo sugerido pelo fabricante. Em seguida
foi utilizada a fresa piloto 2/3 (Figura 11). Para diminuir o estresse no 0sso, no momento
da insercdo dos implantes, utilizou-se a fresa de 3,0mm. Finalizando, foi utilizado a
fresa macho de rosca com didametro do implante (3,25mm), o que permitia a confec¢ao
da rosca no osso (Figura 12), faciltando a insercdo dos implantes (figura 13) e
possibilitando o controle uniforme da forgca de torque de instalagdo padronizado em 20
Ncm através da utilizagdo do torquimetro.

Os implantes foram instalados com auxilio de um torquimetro Torque-Lock. Cada
animal recebeu quatro implantes de titanio Biomet 3i® com tratamento de superficie
(Osseotite®), sem rhGH, medindo 3,25 mm de didmetro por 8,5 mm de comprimento,
dois em cada tibia (Figura 14). No grupo teste os implantes foram embebidos com oito
gotas de rhGH? (Figura 15), o que é equivalente a 0,4 mg, proporcionando assim o
molhamento total de cada implante e inseridos com o auxilio do motor e do contra-
angulo (Figura 16). Para que os implantes recebessem a mesma quantidade de
horménio, utilizou-se o dispersador de hormdnio do fabricante (Figura 17).

Apds instalagdo dos implantes, foi realizada sutura interna com fio de nylon 4,0
(Figura 18). Terminado a sutura da pele (Figura19) foi feito um curativo oclusivo com

uso de atadura de gaze fixada por esparadrapo.

4.3.3. Dinamica do experimento

2 Norditropin SimpleXx 5mg/1,5m!
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Um jogo de paramentagao cirurgico estéril foi aberto e os instrumentos cirirgicos
foram posicionados sobre um campo de mesa estéril. Com uso de uma pinga Allis, duas
compressas de gaze estéreis dobradas sobre si e embebidas em solugdo de iodo-
povidine a 1% foi feita a degermacéo da area a ser operada (Figura 04). Apds este
procedimento, a area a ser operada foi isolada com uso de campo cirdrgico estéril
fenestrado, mantido em posigéo pela preensédo com pinga Backaus.

Os instrumentais cirdrgicos e o jogo de fresas foram depositados sobre o campo
de mesa, o campo fenestrado foi fixado na pele das tibias por duas pingas Backaus. O
contra-angulo redutor e a ponta do sugador descartavel estéril foram envolvidos por

protetores estéreis e fixados no campo fenestrado pela preensédo de uma terceira pinga
backaus. Com a utilizagdo de uma seringa carpule, foi realizada anestesia infiltrativa na
regido da tibia, usando-se um tubete de anestésico citanest.

No grupo teste os implantes foram embebidos com oito gotas de rhGH, porque
como ndo ha trabalhos determinando a quantidade exata de horménio e sabendo que
essa quantidade pode alterar os resultados, preconizamos uma quantidade suficiente
para embeber completamente os implantes sem que houvesse o derramamento do
horménio. A quantidade determinada foi de oito gotas.

Para embeber os implantes com rhGH, os mesmos foram removidos dos casulos
com o dispositivo de captura de implantes, o qual estava acoplado ao contra-angulo
redutor. O motor foi acionado com a rotagdo de insergéo de implantes, que € de 12 rpm.
Observamos que apesar dos implantes serem de superficie tratada e apesar de terem
um poder de molhamento, o rhGH n3o se espalhou muito bem pelo implante devido a

sua viscosidade. Para homogeneizar o embebimento do rhGH na superficie dos
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implantes, foram dadas leves batidas no contra-angulo para que ocorresse melhor
espalhamento do rhGH.

Antes da insergéo dos implantes com rhGH nos alvéolos cirurgicos, esses foram
secos com gaze estéril até que ocorresse a hemostasia. Este procedimento foi
realizado para que nao ocorresse a diluigdo do rhGH pelo sangue.

Para que nao houvesse interferéncia local e sistémica do horménio, devido a
proximidade dos alvéolos cirirgicos e a atuagdo sistémica do hormonio, foram
instalados quatro implantes em um coelho, sendo dois em cada tibia, com rhGH e
denominado grupo teste (Figura 14) e quatro implantes em outro coelho, sendo dois em
cada tibia (Figura 16) sem o rhGH e denominado grupo controle. No grupo controle foi
deixado apenas sangue (grupo B controle), seguindo-se a instalagéo do implante. O
monitoramento dos planos anestésicos dos animais foi realizado pelos médicos
veterinarios, analisando as funcdes vitais (freqiéncia cardiaca e freqliéncia respiratoria)
e do reflexo de dor.

Apos 28 e 56 dias os animais foram sacrificados visando a exposi¢ao dos

implantes instalados para posterior analise histomorfologica.

4.3.4. Delineamento do estudo

Os alvéolos cirurgicos foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme
o tempo de sacrificio e de acordo com a aplicagdo de rhGH na superficie do implante,

(Quadro I).



Grupo A

— (teste): oito implantes instalados com a aplicagao tépica de rhGH, que

sofreram reabertura aos 28 dias para avaliagéo histomorfolégica.

Grupo A1 — (controle): oito implantes instalados sem aplicagao topica de rhGH e

que sofreram reabertura aos 28 dias para avaliagédo histomorfolégica.

Grupo B (teste): oito implantes instalados com a aplicagao tépica de rhGH e que

sofreram reabertura aos 56 dias para avaliagdo histomorfolégica.

Grupo B+ (controle): oito implantes instalados sem a aplicacao topica de rhGH e

que sofreram reabertura aos 56 dias para avaliacdo histomorfoldgica

GRUPO Implante Data sacrificio Numero de coelhos
A teste Com rhGH 28 dias 2

(28 dias)

Ascontrole Sem rhGH 28 dias 2

(28 dias)

B teste (56 Com rhGH 56 dias 2

dias)

B+ controle Sem rhGH 56 dias 2

(56 dias)

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais
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4.3.5. Analise histolégica

Os animais foram sacrificados por super-dosagem de anestesia intramuscular, a
mesma utilizada para a realizagdo das cirurgias, seguido de aplicagdo de cloreto de
potassio intra-cardiaco. As tibias foram cuidadosamente dissecadas, em seguida
seccionadas utilizando-se o motor de implante com um disco diamantado conectado a
uma peca reta. Para que nao houvesse alteragdo das amostras foi utilizados irrigacao
com soro fisiologico 0,9%. As secc¢Oes foram feita com uma margem de 5 mm de
distancia dos implantes, sendo que as mesmas continham os dois implantes. Apés
serem removidas, as pecas foram imediatamente armazenadas em formol a 10% (pH
7,0). Todos os frascos foram identificados com etiquetas escritas com grafite. As
amostras foram enviadas para o Departamento de Histologia da UNISA, onde as
mesmas foram descalcificadas e preparadas para a confecgéo das laminas.

As pecas contendo os implantes foram fixadas em formol a 10% (pH 7,0) por 72
horas. Em seguida, as amostras foram descalcificadas com &cido férmico a 5% por um
periodo de 21 dias. Apds a descalcificagcdo os implantes foram removidos atraves de
press&o rotacional no sentido anti-horario, com auxilio da chave adaptada ao montador
do implante, téqnica descrita por Ponzoni (2004).

Apds remover os implantes, as pegas foram seccionadas no meio e ao longo
eixo do espacgo deixado pelo implante (Figura 22), e novamente colocadas no acido
férmico a 5% para finalizar a descalcificac@o. Apés a descalcificagéo as pegas foram
diafanizadas com xilol comercial, por trés dias. Em seguida as amostras foram

processadas e incluidas em parafina e foram realizados cortes com 5um de espessura
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utilizando micrétomo. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina, tricrémico de

Mallory e tricrémico de Masson, e os cortes histolégicos foram analisados por meio de

microscopia de luz, também no Departamento de Histologia da UNISA.

4.3.6. Seqléncia fotografica do experimento

il

: f!{}:.:. el :

i
[

|

Figura 1 — Jogo de fresas BIOMET 3i®



Figura 2 — Motor usado no experimento (Biomet 3i®

Figura 3 — Tricotomia da regiéo a ser operada
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povidina 1

Figura 4 — Degermagao com iodo-

i ,;

Figura 5 — Inciséo na pele



Figura 6 — Exposi¢cdo do plano muscular

Figura 7 — Exposi¢ao da superficie 6ssea
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Figura 8 — Fresa esférica (inicio das perfuragdes)

Figura 9 — Marcagao dos pontos de perfuragao
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Figura 10 — Fresa super-cortante

Figura 11 — Fresa piloto 2/3
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Figura 12 — Macho de rosca

Figura 13 — Inserg&o do implante sem rhGH
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Figura

14 — Implantes sem rhGH posicionados

Figura 15 — Dispersador com rhGH
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Figura 16 — Implante sendo embebido com rhGH

Figura 17 — Implantes com GH posicionados
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Figura 18 — Sutura do plano muscular

Figura 19 — Sutura da pele
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4.3.7. Seqiéncia de fotos da abertura

Figura 20 — Exposi¢do dos implantes

Figura 21 — Secgao da tibia



Figura 22 — Peca sem o implante e seccionada

54
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5. RESUTADOS

5.1 Andlise Histomorfologica

Resultados do grupo A (teste 28 dias).

Encontramos em toda a superficie do implante, desde a cervical até o apice,

osso neoformado sem a presenca de tecido conjuntivo indicativo de fibrose (Figura 23).

Figura 23 - Grupo A (teste 28 dias) 40x HE
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E nitida a interface entre o osso pré-existente (tipicamente secundario) e o osso

neoformado (seta A) (Figura 24).

l" S I Osso neo-formado

Osso pré-existente

Figura 24 — Grupo A (teste 28 dias) 100x HE

Este osso neoformado presente nas espiras dos implantes apresenta osteodcitos
em grande quantidade, habitando em lacunas amplas, o gque nos levam a acreditar que
sdo osteocitos jovens. Ainda se mostram presentes alguns centros de ossificagao intra-

membranoso, no interior do osso neo-formado, revestidos de osteoblastos secretores

(Figura 25).



Osteoblasto 57
Centro de ossificacdo

Osteocitos com
lacunas amplas

Figura 25 — Grupo A (teste 28 dias) 400x HE

Ainda neste mesmo tempo de reparagao € possivel observar que 0 0sso neo-
formado ja se encontra em fase de substituigao para osso secundario (maduro), uma
vez que é possivel a observagao de sistemas de Havers em formagéo, ja apresentando
canais de Havers e osteocitos distribuidos em sistemas de lamelas concéntricas ao
redor desses canais. Ainda é nitida a observagéo de gue estes ostedcitos presentes no
sistema de Havers habitam lacunas tipicas de osso secundario de volume reduzido e

formato elipsoide. O osso pré-existente é tipicamente secundario fazendo parte da

cortical diafisaria da tibia do animal (Figura26).
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Figura 26 — Grupo A (teste 28 dias) 400x HE

O corte histologico revela a regido profunda do alvéolo cirurgico, local no qual
também nao foi encontrado nenhum tipo de tecido indicativo de fibrose, sendo o

implante certamente circundado por tecido Osseo neoformado, como descrito

anteriormente (Figura 27).
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Para atestar a perfeita conservacdo das amostras foi documentada a regido

cervical do alvéolo cirlrgico, local no qual foi possivel observar o preparo do “counter

sink” (Figuras 28 e 29)

Figura 28 — Grupo A (teste 28 dias) 40x HE

Figura 29 — Grupo A (teste de 28 dias) 100x HE
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Resultados do grupo A; (controle 28 dias).

Neste grupo, observamos que a reparagdo dssea se processou de maneira
completa somente no osso cortical relativo a diafise da tibia. Porém, na regido relativa a
medula deste osso ndo houve processo de reparagdo significativo, mantendo-se nesta
regido a presenca de um tecido mole de aspecto tipico de medula éssea amarela,
tecido este que copiou a morfologia da superficie do implante. Este tecido (medula
amarela) apresentou-se tipico de ossos longos, com a presenga macica de celulas
adiposas, além de uma quantidade significativa de vasos sanguineos. Encontramos

ainda a presenca de uma artéria de pequeno calibre (Figuras 30 e 31).

Artéria

Infiltrado mononuclear

Figura 30 - Grupo A4 (controle 28 dias) 40x HE
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Célula adiposa

Vaso sangiiineo

Artéria

Figura 31 — Grupo A+ (controle 28 dias) 100x HE

Observando-se em maior aumento este tecido mole medular, especificamente na
regido relativa as espiras do implante, foi possivel identificar algumas regites de tecido

conjuntivo frouxo com a presenga de fibroblastos e raras fibras colagenas (Figura 32).
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fibroblastos

Tecido conjuntivo frouxo

Figura 32 — Grupo A+ (controle 28 dias) 400x HE

Observamos também neste tecido medular a presenca de algumas regides de

infiltrado mononuclear focal, de carater inflamatorio (Figuras 33 e 34).

I ‘\“ i, " k. 1‘: Y
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Figura 33 — Grupo A+ (controle 28 dias) 100x HE
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Figura 34 — Grupo A+ (controle 28 dias) 400x HE

Ainda nestas amostras observamos em raras regides desse tecido medular,
especificamente na sua interface em relagdo ao implante, pequenos centros de

ossificacdo que apresentaram formagéo de osso tipicamente primario (Figuras 35 e 36).

Centro de ossificacdo
(0sso primario)

Figura 35 — Grupo A1 (controle 28 dias) 100x HE
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Figura 36 — Grupo A4 (controle 28 dias) 400x HE

Foi possivel observar também nestas amostras, a presenga do sistema
circunferencial interno, estrutura tipica da face interna de qualquer cilindro diafisario,
onde as fibras colagenas de matriz 6ssea se organizam em arranjos paralelos a
superficie interna do osso, determinando a “cortical intema” do canal medular. A
presencga desse sistema circunferencial interno delimita a circunferéncia do canal
medular que se mostrou preservada, preenchida somente pelo tecido medular ja
descrito anteriormente. Esta situacdo nao foi observada nos grupos teste, nos quais

nao foi mais possivel observar este canal medular, uma vez que esta regido estava

totalmente preenchida por tecido ésseo (Figuras 37 e 38).



Figura 37 — Grupo A4 (controle 28 dias) 40x HE

Figura 38 — Grupo A1 (controle 28 dias) 100x HE
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Sistema circunferencial
mtemo
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Resultados do grupo B (teste 56 dias).

Aos 56 dias mesmo com o término do processo de descalcificagdo das amostras,
encontramos dificuldade no momento da remocdo dos implantes. Isto foi revelado
também nos cortes histolégicos, que revelaram uma destruicdo parcial da superficie
Ossea relativa & regi&o do implante. O osso remanescente encontrado nas amostras
revelou-se maduro recobrindo toda a extens&o do implante, desde a regidao cervical até
a regiao mais profunda do alvéolo cirurgico. Nao foi possivel observar nenhum tipo de

tecido conjuntivo ao redor do implante (Figuras 39, 40, 41 e 42).

Figura 39 — Grupo B (teste 56 dias) 40x HE
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Figura 40 — Grupo B (teste 56 dias) 40x HE - Regido cervical

Sistema de
Havers

Figura 41 — Grupo B (teste 56 dias) 100x HE - regido média - Nesta amostra é

constante a presencga do sistema de Havers tipico de um tecido 6sseo secundéario.
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Figura 42 — Grupo B (teste 56 dias) 40x HE - Fundo do alvéolo

Resultados do grupo B4 (controle 56 dias).

Presenca de reparagédo dssea completa somente na regiéo da cortical da tibia.
Na regido medular, ndo houve processo de ossificagdo significativa, tendo a mesma
descricdo do grupo A; (controle de 28 dias). A diferenca observada foi que o osso

relativo as espiras do implante pareceu ser um pouco mais maduro (Figura 43).
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Figura 43 — Grupo B+ (controle 56 dias) 40x tricromico de Masson

Centro de ossificagdo mais maduro do que no grupo controle de 28 dias (Figura

44)

Centro de ossificagio

Figura 44 — Grupo B4 (controle 56 dias) 100x tricrémico de Masson




Osso secundario na regiao cortical, referente a espira do implante (Figura 45)

Figura 45 — Grupo B+ (controle 56 dias) 100x tricromico de Masson

Centro de ossificagdo

=4

. so 80

Figura 46 — Grupo B+ (controle 56 dias) 400x HE
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GRUPO Implante Reparacgdo ossea
A teste (28 dias) Com rhGH | Osso secundario

Inicio de formacgao de lamelas
Ajcontrole (28 dias) | Sem rhGH | Osso primario

Pequenos centros de ossificagao
B teste (56 dias) Com rhGH | Osso secundario

Sistema de Havers
B+ controle (56 dias) | Sem rhGH | Osso primario

Centros de ossificagao maiores

Quadro 2 — Comparacgéao dos resultados

gl
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6. DISCUSSAO

Apesar do sucesso dos implantes osseointegraveis, mesmo em tratamentos com
implantes com carga precoce (ENGSTRAND et al., 2003), a literatura mostra que ha um
indice de perda de implantes maior em diabéticos (NEVINS et al., 1998; McCRAKEN et
al., 2005) e fumantes (BRAIN; MOY, 1993; HINODE et al., 2006; SWEET, 1992) e que
os pacientes submetidos ao tratamento com implantes necessitam estarem controlados
durante o tempo de reparagéo dssea ao redor desses implantes. Por esta razao, quanto
menor o tempo de reparagao 0ssea ao redor dos implantes, menor sera o tempo de
controle desses pacientes, melhorando assim a previsibilidade de sucesso dos
tratamentos com implantes neste tipo de pacientes.

Outros fatores que podem afetar a osseointegragdo sdo: osteoporose
(MOMBELL; CIONCA, 2006; FRIBERG, 1994), tempo de cirurgia (SMITH; BERGER,;
DODSON, 1992; STREENBERGHE et al., 2003), e radioterapia (YERIT et al., 2004).

Com o objetivo de melhorar a previsibilidade de sucesso e diminuir o tempo de
reparacdo dos implantes osseointegrados, muitas pesquisas sao feitas em fungéo de
melhorar a superficie dos implantes e assim aumentar o contato osso-implante. Varios
autores demonstraram que a extenséo da interface osso-implante esta relacionada com
o aumento da rugosidade da superficie do implante (THOMAS; COOK, 1985;
BRUNETTE, 1988; BUSER et al., 1991) porque ocorre um aumento significativo nos
niveis de adesdo celular (BAIER; MEYER ,1988; ELLINGSEN, 1998 ;BOWERS et al.,

1992).
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Os estudos com implantes com tratamento de superficie (SLA, TPS e

OSSEOTITE) resultaram em melhoria da osseointegracéo e da qualidade éssea ao
redor desses implantes (ODONT et al., 1997; PIATTELLI et al.,, 1997; COCHRAN et al.,
1997; VEIS et al., 2006). A agdo do rhGH melhorou ainda mais a densidade 6ssea em
08s0 poroso nos trabalhos de Amarante e Lima (2001) e Veis et al. (2006), o que vai de
encontro com o que foi encontrado nas analises histolégicas dos nossos experimentos.

Observamos na literatura que fatores sistémicos também alteram a
osseointegracdo (MOMBELL; CIONCA, 2006) devido a interferéncia na reparagao
Ossea e que o rhGH melhora a deposicéo de osso e a forca mecénica de defeitos na
reparagao 6ssea.

Uma vez que o rhGH administrado sistemicamente pode levar a efeitos colaterais
relacionados & quantidade excessiva e ao uso prolongado (GUYTON; HALL, 2002) e
levando em consideragdo que o rhGH tem ag3o local, alguns estudos foram feitos para
avaliar a melhoria da osseointegracdo com a aplicagéo topica de rhGH na instalagzo de
implantes (TRESGUERRES et al., 2005; TRESGUERRES et al., 2002; ARRIBA et al.,
2001; IAKSSON; JANSON; GAUSE, 1982). Seguindo esta linha de raciocinio fizemos
nosso trabalho alterando o modo de aplicagéo topica do rhGH, que foi através do
embebimento do implante com rhGH e obtivemos resultados semelhantes no que se
refere & melhoria da qualidade da reparag&o ossea ao redor desses implantes.

O rhGH nao foi colocado nos alvéolos como no trabalho de Tresguerres, et al.
(2005), porque nosso trabalho investigou a melhoria da superficie dos implantes através

da adicdo do rhGH. O fato de estes implantes terem a superficie tratada impediu que

ocorresse a remocgao total do rhGH no momento da insercdo destes implantes nos

alvéolos.
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Recentemente alguns artigos tém documentado os efeitos da aplicagao local do
hGH para melhorar a reparacado do osso periimplantar. Tresgueres et al. (2005),
obtiveram em seus trabalhos os seguintes resultados:

1. Analise macroscopica: as tibias tratadas com 'rhGH nao mostraram um maior

crescimento de formago de novo tecido nos grupos de 6 semanas.

2. Microscopia de luz: Os resultados microscodpicos mostraram que na semana 6,

a reabsor¢édo o6ssea encontrada foi maior no grupo controle do que no grupo
experimental. Os osteons no cértex nesta semana estaVam mais organizados no grupo
rhGH do que no grupo controle.

Em nosso experimento, o grupo teste de 28 dias teve diferenga macroscépica em
relagdo ao grupo controle. A porgdo medular da tibia no grupo teste apresentou-se
macroscopicamente mais compacta do que no grupo controle. Na analise microscépica
observamos a presenga de grande quantidade de ostedcitos jovens, alguns centros de
ossificagdo e locais com osso secundario.

A melhoria da reparagcdo 0ssea ao redor dos implantes que obtivemos em
nossos experimentos, ocorreu devido a uma maior e rﬁais rapida formagdo éssea ao
redor dos implantes, o que esta de acordo com os achados de Cacciafesta et al. (2001)
que demonstrou que a administragdo do rhGH realgca a deposicéo de osso e a forga
mecanica de defeitos na reparagéo da calvaria de ratos.

Andreasen et al. (1995) através do microscopico de luz polarizada mostrou que o

novo osso depositado estava organizado em lamelas concéntricas e tinha a mesma
diregdo das fibras colagenas quando comparado com o 0sso formado antes do inicio da

aplicagdo do bhGH. Em nosso experimento ndo observamos as fibras colagenas, mas
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no osso depositado também pudemos observar a formagédo de osso secundario, ou
seja, 0Sso organizado em lamelas concéntricas.

O trabalho de Tresguerres, et al. (2002) conclui que a administragdo local de
rhGH durante a colocagdo de implantes em tibias de ratas com osteoporose, induz a
reacao periostal e transcortical e a mineralizagéo éssea ap6s o décimo quarto dia ao
redor da superficie do titanio, sem aumento da reabso'rgéo ossea. Em nosso trabalho
utiizamos coelhos sem osteoporose, mas na porcdo medular das tibias, que é
extremamente porosa, encontramos uma grande formagao éssea.

Quando o rhGH foi administrado localmente, houve uma clara atividade
estimulatéria de regeneragdo dssea mostrando que o thH exerce efeito especifico e
direto no tecido 6sseo (HEDNER et al., 1996).

Os resultados histoldégicos mostraram que houve uma pequena diferenca
histolégica na reparagdo o6ssea ao redor dos implantes quando comparado os
resultados entre 28 e 56 dias, sugerindo que a repéragéo aos 28 dias ja estava
completa. Isto se deu porque os implantes Osseotite® promovem a reparagéo ¢ssea ao
redor dos implantes em 60 dias (segundo o fabricante) em humanos, o que equivaleria

a 20 dias em coelhos.
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8. CONCLUSAO

1. Atraveés da andlise histologica, pudemos concluir que o uso topico de rhGH
melhorou a reparacdo dssea ao redor dos implantes tanto no grupo A (teste de 28 dias),
quanto no grupo B (teste de 56 dias).

2. A reparagao ossea ao redor dos implantes no grupo A (teste de 28 dias) foi

superior quando comparada a reparagao do grupo B (controle de 56 dias).
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