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Gomes-Ferreira PHS. Efeito do PTH tépico incrementado ao BioGran® no defeito peri-
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o PTH 1-34 em via topico, funcionalizado ao BioGran® pela técnica
da sonoquimica, nos defeitos peri-implantares em ratos submetidos a orquiectomia.
Materiais e Métodos: 128 ratos foram divididos em 2 grupos: SHAM - cirurgia ficticia,
ORQ - orquiectomia, os quais cada grupo destes foram subdivididos em 3 grupos CLOT
(defeito peri-implantar, sem utilizacdo de biomaterial); BG (defeito peri-implantar +
utilizagdo do BioGran®); BGPTH (defeito peri-implantar + BioGran® funcionalizado
com PTH 1-34 topica). Cada animal recebeu um implante na metéfise tibial. Aos 14 e
42 dias de pos-operatorio, foram administrados os fluorocromos calceina e alizarina,
respectivamente. A eutandsia ocorreu ao30° (andlises ultraestrutural e EDX) e 60° dia
(demais andlises) apds a instalagdo dos implantes. As pegas foram analisadas pela
imunoistoquimica (WNT, Beta Catenina, TRAP e OC), HE e RT-PCR (RUNX2, ALP e
0OC), além da analise biomecanica, microtomografia computadorizada (microCT) para
avaliagdo dos pardmetros de percentual de volume 6sseo (BV/TV), espessura do
trabeculado (Tb.Th), nimero e separacdo de trabéculas (Tb.N, Tb.Sp) e percentual de
porosidade total, (Po-tot) ¢ Bone Implant Contact (BIC, pela i.S). Para microscopia
confocal a laser, a mensuracdo da area dos fluorocromos, da taxa diaria de aposicao
mineral (MAR), e area de osso neoformado (AON) e analise Elementar (EDX). A nivel
ultraestrutural foram realizadas as andlise de MET. Os dados ndo paramétricos foram
comparados pelo teste Kruskal-Wallis e paramétricos pelo teste ANOVA 1 ou 2 fatores.
Como pos-teste, os testes de Holm-Sidak, ou Tukey foram aplicados, com nivel de
significancia a 5%. Resultados: Para os pardmetros microtomograficos referente a
volume e qualidade (BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N) o bio material mostrou melhora em
todos os grupos aplicados com ou sem PTH 1-34, ja para BIC foi possivel notar que o
grupo ORQ-BGPH foi semelhante ao SHAM-BG (p>0,05). Para AON e analise dos
fluorocromos a o biomaterial funcionalizado elevou a regeneragdo dssea local do animal
orquiectomizado ao mesmo nivel do animal saudavel em que foi utilizado biomaterial
com ou sem PTH 1-34. Conclusdes: A funcionalizacdo do BioGran® com PTH 1-34
apresenta melhora na regeneragdo ¢Ossea dos animais, sendo ainda mais eficaz nos

animais submetidos a osteoporose.

Palavras-chave: Osteoporose. Regeneracdo Ossea. Hormonio Paratiredideo. Implantes

Dentarios.



Gomes-Ferreira PHS. Effect of topical PTH added to BioGran® on peri-implant defect
in rats submitted to orchiectomy [thesis]. Aracatuba: UNESP - Sdo Paulo State
University; 2020.

ABSTRACT

Objective: To evaluate PTH 1-34 in a topical way, functionalized to BioGran® by the
sonochemistry technique, in peri-implant defects in rats submitted to orchiectomy.
Materials and Methods: 128 rats were divided into 2 groups: SHAM - fictitious surgery,
ORQ - orchiectomy, which each group was subdivided into 3 CLOT groups (peri-
implant defect, without biomaterial); BG (peri-implant defect + BioGran®); BGPTH
(peri-implant defect + BioGran® functionalized with PTH 1-34). Each animal received
an implant in the tibial metaphysis. At 14 and 42 days after surgery, calcein and alizarin
fluorochromes were administered, respectively. Euthanasia occurred at the 30th
(ultrastructural and EDX analysis) and 60th day (other analyzes) after the implant
installation. The samples were analyzed by immunohistochemistry (WNT, Beta
Catenin, TRAP and OC), HE and RT-PCR (RUNX2, ALP and OC), in addition to
biomechanical analysis, microCT for evaluation of bone volume percentage parameters
(BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), number and separation of trabeculae (Tb.N,
Tb.Sp) and percentage of total porosity, (Po-tot) and Bone Implant Contact (BIC, by
iS). For laser confocal microscopy, the measurement of the fluorochrome area, the
mineral apposition rate (MAR), and the area of neoformed bone area (NBA) and
elemental analysis (EDX). At the ultrastructural analysis, MET analyzes were
performed. Nonparametric data were compared using the Kruskal-Wallis test and
parametric data using the one and two- way ANOVA test. As a post-test, the Holm-
Sidak or Tukey tests were applied, with a significance level of 5%. Results: For the
microtomographic parameters referring to volume and quality (BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp
and Tb.N) the bio material showed improvement in all groups applied with or without
PTH 1-34, for BIC it was possible to notice that the ORQ-BGPH group was similar to
the SHAM-BG (p> 0.05). For NBA and analysis of fluorochromes, the functionalized
biomaterial increased the local bone regeneration of the orchiectomized animal to the
same level as the healthy animal in which biomaterial was used with or without PTH 1-
34. Conclusions: The functionalization of BioGran® with PTH 1-34 shows
improvement in bone regeneration in animals, being even more effective in animals

submitted to osteoporosis.

Keywords: Osteoporosis. Bone Regeneration. Parathyroid Hormone. Dental Implants.
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1 INTRODUCAO

A instalagdo de implantes osseointegrados em alvéolos apds a extragdo dental
imediata, ou ainda, em areas de qualidade e quantidade ¢ssea deficientes como
deiscéncias, fenestragdes, defeitos verticais e peri-implantares, constituem a grande
parcela das condi¢des clinicas encontradas no momento da avaliacdo e reabilitacao oral
do paciente (STENTZ et al, 1997). Diante destas situagdes, houve a necessidade de
avangos no campo das reconstrucdes, no sentido de preparar ou otimizar o leito receptor

através de enxertos autdogenos, xendgenos ou aloplasticos (DAVIES, 2003).

Dentre os materiais aloplasticos utilizados, uma das opgdes ¢ o BioGran®
(Biomet 3i, Palm Beach Gardens, Florida, USA), material a base de Silica, seus
granulos atuam como carreadores para fatores de crescimento ou na promogdo de
células de formacdo 6ssea (SCHEPERS et al., 1991; SCHEPERS et al., 1993). Os
vidros bioativos tém se destacado como osteocondutores, sdo materiais com
propriedades superiores a hidroxiapatita e validados pela interacdo da interface entre a
superficie do implante e os tecidos adjacentes (CHAN et al., 2002; MISCH; DIETSH,
1993). Além disso, foi demonstrado serem de facil manipulagdo, atuarem como
hemostatico, além de mais estdveis em um local de sangramento do que a
hidroxiapatita. Apresentam caracteristica peculiar pela silica em sua composicao,

tornando-os altamente bioativo (FURUSAWA; MIZUNUMA, 1997).

Além da quantidade, a qualidade do tecido 6sseo ¢ fator determinante para a
adequada integracdo do implante dentdrio (ISIDOR, 2006; LEUNG et al., 2001;
TABATA et al., 2011). Neste contexto, quando o osso adquire uma estrutura cortical
e/ou trabecular com menor densidade, a interface osso/implante ¢ comprometida
(DRAGE et al., 2007, SHAPURIAN et al., 2006), podendo ser observado nos quadros
de osteoporose (OZAWA et al., 2002; YAMAZAKI et al., 1999).

Esta desordem do metabolismo 6sseo € classicamente reconhecida como um
problema de satde significativo em mulheres, pela deplecdo no fornecimento de
estrogeno na fase pds-menopausa, atingindo aproximadamente 2/3 desta populagao
(DRAKE; KHOSLA, 2012; KHOSLA; AMIN; ORWOLL, 2008). Entretanto, também ¢

relatada nos homens, com maior incidéncia nos individuos acima de 50 anos de idade



20

(DRAKE; KHOSLA, 2012; GIUSTI; BIANCHI, 2015; KHOSLA; AMIN; ORWOLL,
2008).

Medicamentos a base de PTH, 1-34 ¢ indicado para osteoporoses graves, por ser
um agente anabolizante do tecido dsseo que aumenta a densidade mineral 6ssea (NIIMI
et al., 2015). Este medicamento ¢ uma opc¢ao eficaz para tratamento de osteoporose em

homens (FARAHMAND; SPIEGEL; RINGE, 2016; NIIMI e al., 2015).

Estudos clinicos realizados em homens osteopordticos mostram que o PTH 1-34
¢ eficaz no tratamento da osteoporose, prevenindo fraturas vertebrais e de ossos longos
(FINKELSTEIN et al., 2003). A utilizagdo de PTH 1-34 topica por diferentes métodos
vem sendo testada diretamente no titdnio (GULATI et al., 2016), mostrando resultados
em que foi liberado PTH local suficiente para influenciar com eficacia a expressao do
gene osteoblastico/osteocitico, o que sugere a potencial eficacia da libertagdo localizada

do PTH (GULATI et al., 2016).

Tendo em vista que a utilizacdo sistétmica do PTH 1-34 ja foi descrita na
literatura e testada na regeneracdo peri-implantar e no reparo 6sseo alveolar em ratos
(DE OLIVEIRA et al, 2019; DE OLIVEIRA PUTTINI et al, 2019; GOMES-
FERREIRA et al., 2020), com resultado positivo na formagdo 6ssea e melhora na
qualidade reparacional, este trabalho tem como objetivo avaliar o PTH 1-34 em via
topico, funcionalizado ao BioGran® pela técnica da sonoquimica, nos defeitos peri-
implantares em ratos submetidos a orquiectomia, através de analises em tecido
calcificado ¢ descalcificado, além da avaliagdo ultraestrutural em nanoescala da

interface osso/biomaterial formada no processo reparacional.
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos por este estudo, foi possivel concluir que ¢
fundamental a utilizacdo de biomaterias para o preenchimento de defeitos peri-
implantares. Além disso a agdo topica do PTH 1-34 ¢ expressa pelo aumento da
formacao Ossea e precipitagdo de célcio local, o qual ¢ ainda mais relevante quando
usado nos animais osteopordticos. Os animais osteoporodticos que receberam biomaterial
funcionalizados com PTH 1-34 apresentaram resultados similares aos animais saudaveis

que receberam apenas o biomaterial isolado como material preenchedor.
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FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animals
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito do PTH tépica,
incrementado ao Biogran® nos defeitos dsseos em ratos submetidos a
orquiectomia”, Processo FOA n® 00199-2017, sob responsabilidade de Roberta
Okamoto apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos
da Experimentagao Animal e sua execugao foi aprovada pela CEUA em 19 de Abril
de 2017
'VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 04 de Margo de 2019.
| DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 04 de Abril de 2019.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Effect of topical PTH, increased to Biogran® on
bone defects in orchiectomized rats”, Protocol FOA n® 00199-2017, under the
supervision of Roberta Okamoto presents an experimental protocol in accordance
with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was
approved by CEUA on April 19, 2017.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 04, 2019,

‘;ATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 04, 2019.
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