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Junger, B. Efeitos da ativacdo do PPAR-gama no reparo 0sseo e na osseointegracao de

implantes dentarios.

RESUMO

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma de isoforma gama (PPAR-
gama) sao fatores de transcricdo que se encontram no entrelagcamento de varias vias
metabdlicas e determinam a génese da obesidade e doencas associadas. Estudos
recentes tém relatado o potencial dos medicamentos agonistas PPARs, usados no
tratamento de doencgas cardiovasculares e diabetes tipo 2, de afetar a funcéo das células
Osseas e o risco de fratura. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ativagdo do
PPAR-gama no processo de reparo 0sseo e osseointegracdo de implantes dentarios.
Foram utilizados 42 ratos Wistar alimentados com racao sélida padrdo para roedores e
agua “ad Libitum”. A administracdo do agonista PPAR-gama(durante 4 semanas) foi
realizada incorporada a dieta perfazendo dois grupos experimentais: Grupo Controle (SC)
e Grupo PPAR-gama (SC-gama). Os animais, em seguida, foram submetidos a
procedimento cirdrgico para instalacdo de implantes dentarios e confeccao de defeitos
0sseos nas tibias direita e esquerda, respectivamente. Apos periodos de 7, 15 e 45 dias
0s animais foram eutanasiados e as tibias removidas seguiram para processamento e
posterior andlise histoldgica descritiva e histomorfometria. Em relacdo aos defeitos, no
aspecto histolégico descritivo, em todos os periodos analisados, ha atraso no reparo
0sseo do grupo SC-gama em relacdo ao SC. A histomorfometria apresenta diferenca
comparando 0s grupos teste e controle nos parametros ossoneoformado (ON) em 7 dias
(P=0,0374) e 15 dias (P=0,0134) e osso maduro (OM) em 15 dias (P=0,0009). Em 45 dias,
os valores tanto de OM quanto de ON nédo apresentam significancia. Ja as tibias onde o
implante foi instalado, nas areas de roscas o0s dois grupos apresentam-se muito
semelhantes tanto aos eventos celulares quanto a maturacao 6ssea exceto no periodo de
15 dias onde o grupo teste apresentou atraso no reparo peri-implantar. Conclui-se que,
em relacdo ao reparo 0sseo o processo de diferenciacéo e remodelacao é lento no grupo
tratado; e em relacdo ao reparo peri-implantar o comportamento biolégico demonstra
atraso do grupo tratado apenas no periodo intermediario.

Palavras chave: 1. Osso e 0ssos — Metabolismo 2. PPAR gama 3. Implantes

dentarios
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Junger, B Descriptive analysis of the effects of PPAR-gamma activation on bone

repair and osseointegration of dental implants.

ABSTRACT

The peroxisome proliferator-activated receptor-gamma isoform (PPAR—gamma) are
transcription factors found in the interlacing of several metabolic pathways that
determine the genesis of obesity and associated diseases. Recent studies have
reported the potential of PPAR agonist drugs, used to treat cardiovascular disease
and type 2 diabetes, to affect bone cell function and fracture risk. This study aimed to
evaluate the effects of PPAR-gamma activation on the process of bone repair and
osseointegration of dental implants. Thirty-six Wistar rats received standard rodent
solid chow and "ad Libitum" water. The administration of the PPAR-gamma agonist
(during four weeks) was performed incorporated into the diet, making two
experimental groups: Control Group (SC) and PPAR gamma Group (SC-gama). The
animals were then submitted to a surgical procedure to install dental implants and
make bone defects in the right and left tibias, respectively. After periods of 7, 15, and
45 days the animals were euthanized, the tibiae were removed for histological
protocols and subsequent descriptive histological analysis and histomorphometry.
Concerning the defects, the descriptive histological aspect revealed a slight delay in
bone repair in the SC-gamma group in comparison with the SC for all parameters.
Conversely, the histomorphometry showed difference between the groups regarding
neoformed bone (NB) in 7 days (P = 0.0374) and 15 days (P = 0.0134) and mature
bone (MB) in 15 days (P = 0.0009). At 45 days, there were no differences between
the groups regarding MB and NB. As for tibiae, where the implant was placed, the two
groups were similar to both cellular events and bone maturation in the areas of
threads, except at 15 days where the test group showed delay in peri-implant repair.
In conclusion, regarding the bone defect, the process of differentiation and
remodeling is slow in the treated group. Regarding the implant, a descriptive
histological analysis showed biological behavior delay in the treated group only in the

intermediate period.

Keywords: 1. Bone metabolism 2. PPARs 3. Dental implants
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1. Introducéo

O osso € um tecido conjuntivo mineralizado altamente especializado em constante dinamica
aposicional, onde, a quantidade/qualidade 0ssea resulta da neoformacéo e reabsorcéo realizadas
pelas células que o compde: osteoblastos e osteoclastos, respectivamente [1, 2]. A migracdo das
células envolvidas neste processo € um evento importante e que ocorre durante varias situacoes
fisiologicas e patologicas [2]. Frente aos demais 0ssos do corpo, a maxila e a mandibula possuem
maior taxa de remodelacao, principalmente quando da auséncia de elementos dentarios [3, 4].
Sendo um processo fisiolégico altamente sensivel qualquer desarranjo dentro da dinamica de
aposicao 0ssea, além de acarretar prejuizos, pode comprometer a reabilitacdo do paciente [2, 5].
Ao considerar-se a realidade brasileira, um significativo nUmero de perdas dentarias precoces
promove a exodontia a um dos procedimentos mais realizados na clinica odontolégica, sendo de

fundamental importancia que se busquem solucdes para as demandas da populagéo [6-8].

Desde a pré-histéria o ser humano busca por formas de reabilitar dentes perdidos, a
utilizacéo de lascas de material calcério, utilizacdo de dentes de pessoas mortas, dentes esculpidos
em madeira, foram alguns dos artificios utilizados através de geracdes em diversas civilizagdes.

Como por exemplo, povos pré-colombianos, chineses e egipcios [9, 10].

A odontologia moderna nos trouxe durante o transcorrer do século XX novos materiais que
permitiram a reposicdo de dentes perdidos nas mais diversas possibilidades e necessidades
individuais dos pacientes atendidos diariamente nas clinicas odontologicas espalhadas pelo
mundo. A implantodontia teve um papel de destague no que tange a reabilitagdo de pacientes com
perdas dentdarias parciais e até mesmo com pacientes invalidos orais, onde o edentulismo total se

configurava [9, 11].

Os implantes justa 6sseos/subperiosteais, implantes agulhados de Scialon e implantes de

Formiggini tiveram papel inicial, ainda que em uma implantodontia rudimentar onde 0s conceitos
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desenvolvidos por Pl Branemark ainda ndo faziam parte do dia a dia clinico em odontologia [9]. O
grande numero de falhas aliado ao encapsulamento fibroso dos implantes levou com que os
mesmos fossem substituidos pelos implantes osseointegraveis desenvolvidos por Branemark apdés

a descoberta da osseointegragdo [11, 12].

7

A osseointegragdo é o fendmeno resultante da integragdo morfofuncional entre osso e
implante sem a justaposi¢cao de tecido conjuntivo fibroso na interface osso-implante [12, 13]. Tal
fendmeno é resultante da interacdo dos fenbmenos envolvidos no reparo 6sseo em contato com a
superficie do implante, essa superficie possui uma camada de oxido de titanio, tornando a
superficie passiva e evitando, desta forma, a troca de ions entre o leito do alvéolo cirargico e o

metal [13-15].

Assim como a osseointegracdo, o reparo 6sseo e sua modulacdo sdo fatores importantes
dentro da pesquisa médico-odontolégica [13]. Diversas formas de se modular o reparo e a
neoformacédo 6ssea sao diariamente investigadas em diversos grupos de pesquisa e centros de
referéncia. Contudo, o custo biolégico proveniente desta modulacdo pode acarretar intercorréncias,
como exostoses e osteomas [16, 17]. Os limites para tal modulacdo ainda carecem de dados
realmente assertivos acerca de suas possibilidades, mantendo, desta forma, o reparo 6sseo como

um grande tema para diversas pesquisas, tanto em odontologia como em medicina.

Afeccdes como obesidade, hipertenséo, e diabetes podem vir a interferir com 0s processos
de reparo tecidual, levando a dificuldades clinicas que impactam diretamente no sucesso clinico
dos tratamentos propostos aos pacientes [18-20], podendo influir ndo apenas em questdes
estritamente clinicas odontologicas, bem como, psicoldgicas, autoestima, qualidade de vida etc [21-

23].

A obesidade acomete o metabolismo de diversos 6rgdos sendo uma condigdo deletéria

também para o metabolismo d6sseo [24]. A inflamacdo subsequente a lipotoxicidade pode ser
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responsavel pela perda dssea [25], bem como o aumento de gordura na medula 6ssea [26], pode
favorecer a diferenciacdo e ativagéo osteoclastica [27]. O tecido adiposo branco (TAB) do obeso
produz citocinas pro-inflamatoérias, como interleucina (IL)-1B, IL-6 e o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, as quais estimulam a proliferagédo e diferenciacdo de osteoclastos [28]. Osteoblastos
produzem o ligante do receptor ativador do fator nuclear-k (RANKL) e osteoprotegerina (OPG),
dois fatores criticos na diferenciacdo osteoclastica [29]. Com isso, a obesidade aumenta a
osteoclastogénese e reduz a formacdo osteoblastica, afetando a homeostase 6ssea de uma
maneira geral em favor da reabsorcdo éssea [19]. Assim a osteoclastogénese esta relacionada
com a osteoblastogénese e a adipogénese. Estratégias para conter o avanc¢o da obesidade e das
doencas associadas sédo pertinentes e urgentes no mundo atual, onde as doencgas cronicas nao-

transmissiveis dominam as taxas de mortalidade e os gastos dos sistemas de satude mundialmente.

Nesse contexto, surgem os receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPARs
—isoformas alfa, beta e gama) que séao fatores de transcricdo que se encontram no entrelacamento
de varias vias metabdlicas que determinam a génese da obesidade e doencas associadas. A
ativacdo dos PPARs emergiu como um alvo potencial para o controle da obesidade e suas
comorbidades, uma vez que promove a transcricdo de genes que codificam proteinas importantes
para a regulacdo da oxidacao lipidica, diferenciacdo dos adipdcitos, desacoplamento de energia
mitocondrial, gasto energético, metabolismo 6sseo e diferenciacao celular éssea [30, 31].

As tiazolidinedionas (TZD) formam um grupo de medicamentos agonistas seletivos do
PPAR-gama comumente utilizados no tratamento da diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares
[32]. Essas medicagbes como a pioglitazona reduzem os niveis de glicose no plasma,
melhorando a capacidade de resposta de células a acdo da insulina. Ademais, estudos recentes
tém relatado o potencial das TZDs de afetar a funcdo das células 6sseas e risco de fratura [33,

34].

Patel et al 2014 em prévio estudo invitro avaliou os efeitos diretos dos agonistas PPAR-gama
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e alfa em relagéo as fungdes de osteoblastos e osteoclastos primarios. Tendo sido observada uma
desregulacdo dos principais marcadores osteogénicos em ambas as culturas tratadas com
agonistas PPAR enquanto houve aumento de 40-70% de goticulas lipidicas. Em relag&o as culturas
tratadas com agonista PPAR-gama, a formacao de estruturas 6sseas por osteoblastos calvares de
ratos foi reduzida de 45% a 85% dependendo do agonista PPAR-gama selecionado (rosiglitazona
e troglitazona, respectivamente). Em cultura derivada de medula 6ssea de camundongos em
relacdo a formacdo de osteoclastos, com o uso das duas drogas, foi reduzido a atividade
reabsortiva sem afetar o nimero de osteoclastos. Desta maneira, sugerindo que 0s agonistas
PPAR gama podem aumentar a perda 6ssea através do aumento da adipogénese em detrimento

da formacé&o de osteoblastos [35].

2. Objetivo

Avaliar os efeitos da ativacdo do PPAR gama no processo de reparo 0sseo e
osseointegracdo de implantes dentarios em tibias de ratos a partir de andlises qualitativas e

guantitativas dos achados histolégicos.

3. Materiais e métodos

3.1. Delineamento Experimental

O numero amostral foi determinado pelo céalculo do poder da amostra ("Power Test") por
meio do website: http://www.lee.dante.br/cgi-bin/uncgi/calculo_amostra. Assim, fundamentados
nos resultados publicados por Nyan et al., 2014 para o poder do teste a 0,8, com alfa a 5%, com a
diferenca da media na ordem de 20 , com desvio padrao de 15.6, ficou estabelecido um numero de

7 animais por grupo e tempo experimental [77].
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= C  ® www.lee.dante.br/cgi-binjuncgifcalculo_amostra

° Apps W Bookmarks /of UNESP: Cdmpus de... & Webmail - UNESP -... ™ Gmail ||

Valores calculados com os dados de entrada

Desvio padrao: 15.6000

Diferenga a ser detectada: 20.0000

Nivel de significancia: 5%

Poder do teste: BO%

Teste de hipdtese: monocaudal

Tamanho da amostra calculado para cada grupo: 7

Para outros valores do nivel de significdncia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tam. amostra p/ grupo

5% 65%
5% T0% [
5% 75% ]
5% B5% 9
5% 90% 10
5% 95% 13

0.1% BO% 19
1% BO% 12
10% BO% 5

Figura 1: Célculo do poder da amostra ("Power Test").

Foram utilizados 42 ratos (Rattus novergicus, Wistar) machos, adultos (3 meses de idade),
com aproximadamente 200g a 300g. Os animais foram pareados no inicio do estudo de maneira a
diminuir o desvio padrdo. Os mesmos foram pesados e os dados da massa corporal foram
tabulados.

Os animais foram cedidos pelo Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
— FOA, UNESP onde foram mantidos em gaiolas com cinco animais cada, em ambiente climatizado,
alimentados com racdo solida padrdo para roedores e 4gua “ad Libitum”. A administracdo da

medicacdo foi realizada incorporada a dieta, perfazendo dois grupos experimentais:

a. Grupo Controle (SC): dieta padréo ao longo de todo o experimento

b. Grupo PPAR gama (SC-gama): dieta padrdo associada ao agonista PPAR Gama
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Inicio do experimento

Grupo Controle Grupo PPAR gama
(9] (SC-gama)

Tratamento

Eutanasia

Figura 2: Delineamento experimental dos grupos do estudo.

Os animais (n=7/periodo) tiveram livre acesso a agua e racdo. Foi administrada a
pioglitazona na dose de 10 mg/kg/dia, incorporado a dieta do grupo SC-gama [36]. Ao final das 4
semanas de tratamento com o agonista, foi realizado o Teste Intrapenitoneal de Tolerancia a
Glicose (TITG) [37], onde a glicemia foi mensurada com glicosimetro manual (Accu-Chek, Roche,
Séo Paulo, SP, Brasil) apos seis horas de jejum (tempo 0) e nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos
apos aplicacdo de solucédo glicosada (1g glicose/kg massa corporal). A seguir, 0S animais
passaram por procedimento cirdrgico e sofreram eutanasia nos tempos de 7, 15 e 45 dias [36].
Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados na sala cirtrgica do Biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP. Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos
para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
COBEA), e foi submetido & Comisséo de ética no Uso de Animais da FOA- UNESP de acordo com

0 PROCESSO ARAC/FO 923/2018. (ANEXO A).
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3.2. Procedimento Cirurgico

Inicialmente, os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de 12 horas. A anestesia
foi realizada por administracdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort
Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem de 50mg/Kg, e de
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil),
5mg/Kg. Foi realizada em complementacéo anestésica a infiltracao local de solug¢édo de Cloridrato
de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro,
Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na metafise tibial.

A tibia foi acessada ap0s prévia tricotomia da regido lateral direita e esquerda e antissepsia
pré-operatoria por friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo Degermante a 10%, com
1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquimica, S&o José do Rio Preto). Foi adotado um
rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo do instrumental utilizado, delimitagdo da
area a ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas estéreis.

Com o auxilio de uma lamina de bisturi numero 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o),
montada em cabo de bisturi numero 3 (Hu-Friedy®, German), uma incisédo linear por planos
anatébmicos de 1 cm foi feita na regido lateral da metafise tibial. A pele e o periésteo foram
cuidadosamente descolados e devidamente afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®,
German) o suficiente para a exposicao da porcao lateral da metafase tibial.

Apbs exposicdo do tecido 6sseo, foi realizada osteotomia bi-cortical com fresa lanca de 2
mm de didmetro montada em contra-angulo redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile, Brasil),
que por sua vez foi conectado a um motor elétrico de rotacdo controlada (modelo BLM 600 plus,
Driller®, Jaguaré, S&do Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm, sob irrigacdo com solugéo
isotdnica de cloreto de sddio a 0,9% (Fisioldégico®, Laboratorios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil).

Cada animal recebeu 1 implante de titanio com travamento e estabilidade inicial, cada um
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de 1,6 mm de didmetro e 3,0 mm de altura (Implalife® Industria de Produtos Médico-
Odontolégicos, Jales, Sdo Paulo, Brazil), na metéfise tibial direita.

Na tibia esquerda de cada animal foi confeccionado defeito 6sseo obtido por meio da
utilizacéo de fresa langa de 2 mm de didmetro externo (Implalife® Industria de Produtos Médico-
Odontolégicos, Jales, Sdo Paulo, Brazil).

Finalizada a instalacdo do implante, o retalho cirargico foi reposicionado e suturado por
planos. O plano muscular foi suturado por pontos continuos simples com fio absorvivel de
Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil). No plano
cutaneo, a sutura foi por pontos interrompidos simples com fio de Nylon 5-0 (ETHILON Nylon
Suture ®, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil). Todos os animais foram operados
pela mesma equipe composta por cirurgioes calibrados.

No poés-operatorio imediato os animais receberam administragdo intramuscular de
Pentabiodtico (0,1Ul, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) em dose Gnica
e de Dipirona Sodica (1mg/kg, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, S&o Paulo,

Brasil).
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Figura 3: Procedimento cirargico : A- Tricotomia; B- Degermacédo com PVPI; C- Acesso Cirlrgico;
D- Descolamento de tecidos; E- Osteotomia com copiosa irrigagdo; F- Defeito 6sseo preenchido
por coagulo; G- Implante instalado; H — Sutura por pontos simples interrompidos. Fonte: A autora,

2020.
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3.3 Eutanasia e Coleta do Material

A eutandsia dos espécimes foi realizada nos periodos de 7, 15 e 45 dias e ocorreu por dose
intramuscular excessiva de anestésico (Tiopental 150 mg/Kg e blogueio com Lidocaina 10 mg/kg)
para a remocao das tibias do animal com margem de 1 cm de tecido 6sseo do implante e do

defeito 6sseo.

3.4 Preparo das pecas

Imediatamente apds a eutanasia, as pecas 6sseas foram fixadas em solucdo de formol
tamponado a 10% (Reagentes Analiticos, DinAmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP-
Brasil) por 24 horas. ApoOs esse periodo, essas pecas sofreram descalcificagdo em EDTA 20%
(Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil), com trocas
semanais da solucdo por um periodo de 4 a 6 semanas. Ja descalcificadas, as pecas foram
desidratadas utilizando uma sequéncia de alcoois 70, 80, 90, 95, 100I, 100Il, 100lll e &lcool/xilol
(1:1) com trocas de hora em hora. Apos estas etapas, foi realizada a diafanizacao com xilol (xilol
| e xilol 1) com trocas a cada 1 hora e 45 minutos para posterior inclusdo em parafina para
obtencéo de corte com 5 um de espessura e montagem em laminas. As laminas foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE Merck & Co., Inc., Nova Jersey, EUA) e as mais representativas

foram separadas para realizacdo da analise descritiva.

4. Resultados

4.1 Analise Histologica Descritiva

4.1.1 Reparo Osseo

33



SC 7 dias : Observa-se regido de reparo 6sseo preenchido por delicada rede de fibrina
permeada por leucdcitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) tipo neutrofilos e
hemécias. As paredes do defeito 6sseo apresentam focos de degeneragdo, bem como lacunas
vazias de ostedcitos. Perifericamente, tem-se fragmentos soltos de tecido 6sseo, possivelmente
decorrentes do processo de fresagem do mesmo. O peridésteo encontra-se ausente. Por outro
lado, em alguns cortes tem-se atividade osteogénica importante, com deposi¢cdo de matriz 6ssea

e presenca de trabéculas neoformadas em meio a tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos.

Figura 4: Reparo Osseo— SC 7 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) e aumento de 40x (B).
Fonte: A autora, 2020.
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SC 15 dias: Neste periodo, observa-se maturacdo das trabéculas 6sseas associadas a
discreta atividade osteoclastica. Em sua maioria, apresentam morfologia regular, porém, com
numerosos ostedcitos. Permeando as trabéculas, nota-se medula 6ssea predominantemente
constituida por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizada e apresentando leucocitos MN.
Adjacente ao defeito, na superficie da cortical 6ssea, observa-se presenca de calo 6sseo,
constituido ora por tecido 0sseo, ora por tecido de aspecto condrogénico. Ainda é possivel
observar-se nitidamente a linha de fresagem do osso, além da presenca do tecido conjuntivo

periosteal delimitando a regido em reparagéao.

Figura 5: Reparo Osse0.SC 15 dias.Fotomicrografia em aumento de 5x (A) e aumento de 40x (B).

Fonte: A autora, 2020.
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SC 45 dias: Neste periodo, observa-se a reconstituicdo parcial da cortical 6ssea por tecido
em remodelagéo, constituido ilhas de condrdcitos entremeando tecido 6sseo neoformado e tecido
conjuntivo. Ainda é possivel visualizar a superficie de corte, com discreta faixa de 0sso

degenerado.

Figura 6: Reparo Osseo — SC 45 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) e aumento de 40x

(B). Fonte: A autora, 2020.
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SC-gama 7 dias : Nota-se reparo 6sseo preenchido por tecido conjuntivo osteogénico,

ricamente celularizado, apresentando neoformacgédo 6ssea com deposi¢cdo de matriz irregular. De
permeio, tem-se uma presenca significativa de leucécitos PMN e MN. A &rea de ostectomia é

nitida, com discreta camada de tecido 6sseo degenerado.

Figura 7: Reparo Osseo — SC-gama 7 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) e aumento de
40x (B). Fonte: A autora, 2020.
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SC-gama 15 dias: Observa-se defeito bicortical preenchido por tecido conjuntivo frouxo com

densos feixes de fibra coldgena, eventualmente apresentando areas com atividade osteogénica.

Notam-se numerosos vasos sanguineos e foco de moderado infiltrado inflamatério mononuclear.

50 pm

Figura 8: Reparo Osseo — SC-gama 15 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) e aumento de

40x (B). Fonte: A autora, 2020.
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SC-gama 45 dias: Observa-se a reconstituicdo parcial da cortical éssea por tecido em

remodelacdo, constituido ilhas de condrdcitos entremeando tecido 6sseo neoformado e matriz

colagena.

50 pm

Figura 9: Reparo Osseo — SC-gama 45 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) e aumento de

40x (B). Fonte: A autora, 2020.
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Figura 10: Reparo Osseo : A- SC 45 dias, B - SC-gama 45 dias. Fotomicrografia em aumento de

5x. Fonte: A autora, 2020.

Na regido medular é possivel notar trabéculas maiores e adip6citos maiores além de um
processo de reparo 6sseo evoluido no grupo controle trabéculas maiores, 0sso medular maior,
adipécitos menores. No grupo gama encontramos o oposto, adipécitos mais maduros e trabéculas

menores, e intensa atividade osteoclastica (Figura 10).
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4.1.2 Reparo Peri-implantar

Grupo Controle 7 dias: Em contato com a superficie do implante, tanto na regido cortical

como medular da tibia tem-se tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado, discretamente
infiltrado por leucécitos mononucleares. Mais proximo da superficie, observa-se atividade
osteogénica com deposicdo de matriz 6ssea. Em continuidade, ja notam-se trabéculas

neoformadas em meio a fragmentos de tecido 6sseo possivelmente resultantes da fresagem.

Figura 11: Reparo Peri-implantar— SC 7 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) 10x(B) e
aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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Grupo Controle 15 dias: Neste periodo, nota-se ora tecido conjuntivo frouxo em contato

com a superficie do implante, ora delicada camada de tecido 6sseo em maturacdo em meio a

medula 6ssea hematopoiética.

Figura 12: Reparo Peri-implantar — SC 15 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) 10x(B) e

aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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Grupo Controle 45 dias: Em contato com a superficie do implante tem-se a presenca de

tecido 6sseo maduro em franca remodelagéo, marcado por evidentes linhas de reversdo. Notam-

se lacunas com ostedcitos e espacos medulares organizados.

Figura 13: Reparo Peri-implantar — SC 45 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) 10x(B) e
aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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Grupo PPAR GAMA 7 dias : Em contato com a superficie do implante, observa-se tecido

conjuntivo frouxo, moderadamente infiltrado por leucécitos mononucleares, apresenta ilhas de
neoformacédo Ossea adjacente a cortical 6ssea, inferiormente ao periésteo. Adjacente, notam-se

numerosas espiculas 6sseas em meio a tecido de granulagéo.

Figura 14: Reparo Peri-implantar — SC-gama 7 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) 10x(B)
e aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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Grupo PPAR GAMA 15 dias: Observa-se fina camada de tecido 6sseo em contato com o

implante, alternado por tecido conjuntivo frouxo na por¢do medular da tibia. Nas corticais, as
areas de rosca encontram-se preenchidas predominantemente por tecido 6sseo em maturacao,

Adjacente a cortical apresenta-se calo 6sseo com ilhas de neoformacéo 6ssea e 0sso maturado.

Figura 15: Reparo Peri-implantar — SC-gama 15 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A)

10x(B) e aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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Grupo PPAR GAMA 45 dias: Aos 45 dias, nota-se delgada camada de tecido 6sseo em

contato com o implante, alternado por tecido hematopoiético na porcdo medular da tibia. Nas
corticais, as areas de rosca encontram-se preenchidas por tecido ésseo em remodelagéo. Calo

0sseo ausente referindo possivel reabsorgcédo tendendo ao 0sso basal.

Figura 16: Reparo Peri-implantar — SC-gama 45 dias. Fotomicrografia em aumento de 5x(A) 10x(B)
e aumento de 40x (C). Fonte: A autora, 2020
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4.2 Planejamento estatistico

Foi realizada técnica de amostragem sistematica baseada na coleta dos dados da massa
corporal. A partir do processamento laboratorial e estabelecimento dos elementos para avaliagéo,
foi realizada a analise estatistica descritiva e inferencial para as pecas de defeito 6sseo, os dados
de massa corporal inicial, massa corporal final e glicemia em jejum. Os dados sao apresentados
como média, mediana e desvio padrdo. Diferencas estatisticas entre os grupos SC e SC-gama
avaliados no mesmo periodo de tempo (7, 15 ou 45 dias) foram testadas com o teste t com
correcdo de Welch. Foi utilizado o software GraphPad Prism® 8.0.1 (La Jolla, CA, USA) e adotou-

se o nivel de significancia de p<0,05.

4.2.1 Analise Histomorfométrica
A andlise histomorfométrica foi realizada com trés imagens obtidas da por¢éo superior da
tibia de cada animal partindo da regiao central do defeito, area 1 (A1), a segunda correspondendo
a porcao lateral a direita (A2) e a terceira correspondendo a porc¢ao lateral a esquerda (A3). As
imagens foram analisadas no software ImajeJ 1.51J8 (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA) onde foi obtido a média dos valores de: tecido conjuntivo (TC), osso neoformado
(ON), osso maduro (OM), e outros tecidos (OU) correspondendo a células inflamatorias , vasos

sanguineos e heritrécitos.
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Em relagdo a tecido conjuntivo (Gréfico 1) ndo foi encontrada diferenca estatistica
comparando o controle e o grupo tratado nos tempos de 7 e 45 dias apresentando p=0,0587 e
p=0.3963, respectivamente. No periodo de 15 dias, 0 grupo teste apresentou significancia

estatistica, quando comparado ao grupo controle, apresentando p=0,0004

Tecido Conjuntivo (TC)
100+
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Gréafico 1: Comparacéo entre SC e SC-gama em relacdo a presenca de tecido conjuntivo nos
tempos 7, 15 e 45 dias. *** P<0,001.
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Em relacdo ao osso neoformado (Grafico 2) observa-se diferenca estatistica nos dois
periodos iniciais, com p=0,0374 em ON 7D e p=0,0134 em ON 15D. O grupo SC-gama apresenta
uma aceleracgédo inicial na apresentacdo de osso neoformado que diminui substancialmente no

periodo intermediério e por fim se iguala no ultimo periodo em comparag&o ao grupo controle.
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Gréfico 2: Comparacéo entre SC e SC-gama em relacéo a neoformacéo éssea nos tempos 7, 15
e 45 dias . * P<0,05
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Na apresentacdo de osso maduro (Grafico 3), nos tempos iniciais, ambos se igualam e a
seguir apresenta-se um aumento significante do grupo SC-gama (p= 0,0009) em 15 dias em
comparacao ao grupo controle. No Ultimo periodo apesar de ndo existir significancia, h4 uma

tendéncia maior valor de OM para o grupo SC.
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Graficos 3 : Comparacéo entre SC e SC-gama em rela¢do a presenga de osso maduro . *** P<0,001.

Para estabeler comparacdo da neoformacgéo 0ssea, foi realizada razdo da média dos dados
de 0sso maduro no periodo de 45 dias, pelos dados de osso neoformado no periodo de 15 dias
de cada grupo; onde observamos um valores na Tabela 1. Subtraindo o valor obtido do grupo
tratado pelo grupo controle obtivemos uma taxa de neoformacgéo 6ssea de 0,4 em média, onde o

grupo SC-gama parece apresentar taxa de neoformacdo 0ssea levemente maior que o grupo SC.
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Estatisticas Descritivas

Grupos
SC SC-gama
Nimero de valores 5 5
Média 57,79 31,26
ON 15D Mediana 55,99 32,66
Desvio 12,56 13,87
Padréao
Média 78,86 53,70
OM 45D Mediana 80,33 43,16
Desvio 15,11 31,39
Padrao
Razao 1,36 1,71
OMA45/0ON
15

Tabela 1: Estatisticas descritivas.Valores de média , mediana, desvio padrdo e a Razéo
OM45/0ON15 para os grupos teste e controle nos tempos 15 dias e 45 dias.
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Gréficos 4 : Comparacéao entre SC e SC-gama em relacéo a presenca de outras células (a

células inflamatorias , vasos sanguineos e heritrécitos. *P<0,05 **P<0,01
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4.2.2 Massa Corporal
Os dados da massa corporal de todos os animais foram coletados ao inicio e ao final do
experimento e foram tabulados. Em relacdo a massa corporal inicial (Gréfico 5) em ambos os
grupos os dados estéo distribuidos de forma semelhante e ndo apresentam diferenca estatistica.
A massa corporal final (Gréfico 6) apresentou diferenca estatistica, com valor de P <0,0001,

indicando uma ac¢éo do agonista PPAR-gama no aumento da massa corporal.

600

550

500

Massa corporal
inicial (g)

SC SC-gama

Gréfico 5: Massa corporal inicial (g).

*kk%

Massa corporal

SC-gama

Gréfico 6: Massa corporal final (g) **** p= <0,0001.
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4.2.3 Glicemiae TITG
Foi avaliada a glicemia de jejum, e apds a aplicacdo intrapenitoneal de solucao glicosada,
também houve a coleta dos dados da glicemia nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. N&o foi
encontrada significancia (p= 0,1848) em relacdo a glicemia em jejum (grafico 7) e nem diferenca
na area sob a curva no TITG (grafico 8). Esses resultados demonstram similaridade entre os

grupos no que se refere ao metabolismo glicidico.

E 200
3 ——
QD 1504
)
o < b
°3T
@c O 100-
£ E
q) ———
O 507
—_— <
O
0_
SC SC-gama
Gréfico 7: Glicemia de jejum (mg/dL).
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Gréfico 8: Teste Inraperitoneal de Tolerancia a Glicose- TITG (mg/min).
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5. Discussao

O processo fisiologico do reparo tecidual consiste em diversas fases e em uma sequéncia
de eventos que se intercalam e promovem a possibilidade da regeneracao ou cicatrizacdo do
tecido afetado. Desta forma, o conceito de reparo tecidual pode ser entendido como 0s processos
necessarios para que a funcéo exercida pelo tecido originario possa ser restabelecido [38, 39].
A inflamacéo proveniente da injuria se faz fundamental para que o reparo tecidual aconteca. O
rompimento do tecido, levando a ativacao da cascata do acido aracdonico, é o primeiro passo
para que se estabeleca o reparo [38]. A interposicao de eventos a partir da injuria, passando pela
formacdo do coagulo, proliferacdo fibroblastica, migracdo de células osteoprogenitoras, levam
ao restabelecimento da dinamica aposicional presente em ossos maduros e funcionais [2, 39].

Dentro dos modelos utilizados para pesquisa no campo de reparo e regeneracao 6ssea, 0
rato macho Wistar tem destaque pois sua semelhanca filogenética estabelece eventos muito
semelhantes, permitindo que a verificacdo de pertinéncia em ensaios pré-clinicos possa gerar
dados robustos para a formacdo do conhecimento necessario acerca do tema proposto. Desta
forma, a utilizacdo do presente modelo animal [40, 41], justifica-se ndo apenas pelos fatores
logisticos envolvidos como facil disponibilidade, devido a estrutura do biotério central da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, bem como, os fatores fisiol6gicos descritos
em estudos prévios.

A coloracdo de HE é largamente descrita como boa opcéo para avaliacdo de eventos
celulares envolvidos em processos como patologias e reparo tecidual. Tendo sido de grande
valia para a descricdo de tecidos em diversas pesquisas, possuindo vantagens como custo
reduzido e facilidade em sua reproducdo quanto a técnica histolégica. Desta forma, sua escolha
como técnica histolégica para avaliacdo do reparo 0sseo no presente estudo faz-se pertinente
[42, 43].

A utilizacdo de agonistas PPARs tem sido descrita amplamente na literatura em relacéo

aos seus efeitos positivos sobre massa corporal, ingestdo alimentar e esteatose hepatica,
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geradas por diferentes dietas [44, 45]. O PPAR-gama foi o receptor descoberto mais
recentemente e é responsavel por controlar a expressao de genes envolvidos no metabolismo
energético, como a diferenciacdo de adipdcitos e a acao da insulina [46].

A pioglitazona tem sido usada na pratica clinica desde 1999, e apesar de seus beneficios,
seu uso tem sido associado a efeitos adversos nos 0ssos humanos [47]. Estudos anteriores
tentaram definir o mecanismo responséavel pelas alteracdes do metabolismo 6sseo mediados
pelas TZDs, sugerindo que essas drogas podem causar perda Ossea pela supressédo da
formacao Ossea [48-50]. Xu F et al 2016 sugerem que o0 uso da pioglitazona suprime a
osteoblastogénese e promove a osteoclastogénese, uma vez que em seu estudo a pioglitazona
inibiu a diferenciacéo osteoblastica e promoveu a diferenciacdo osteoclastica dos mondécitos; e
a andlise ELISA indicou aumento do RANKL e diminuicao da expressao de OPG nas células pré
osteoblasticas tratadas [50].

Kanda et al 2017 sugerem a capacidade da pioglitazona em suprimir a formacao 6ssea,
aumentar a funcdo osteoclastica e a reabsor¢céo 6ssea. O estudo demonstrou fragilidade 6ssea
pela diminuicdo da densidade mineral 6ssea do fémur tratado e diminui¢éo das propriedades de
forca 6ssea além da diminuicdo da area mineralizada e da superficie de osteoblastos enquanto
a &rea de osteoclastos e seu nUmero aumentou apods o tratamento com pioglitazona. [51].

Meier et al 2008 examinaram a associacao do uso de TZDs e outros agentes antidiabéticos
ou insulina e o risco de fratura. Nesse estudo, foram pareados 1020 pacientes com trauma de
baixo impacto resultando em fratura e 3728 controles. Os medicamentos roziglitazona e
pioglitazona foram usados mais frequentemente pelos pacientes com fratura, tendendo a
aumentar com a dose/ tempo. A associacéao foi considerada independente de idade e sexo e nao
foi encontrado risco alterado de fratura para o uso dos demais antidiabéticos [52].

Loke et al 2008 realizaram uma meta-analise associando o risco de fratura no diabetes tipo
2 e 0 uso das TZDs na qual elegeram 10 ensaios clinicos randomizados de longo prazo, maior

que 52 semanas, envolvendo 13.715 participantes. Em todos os ensaios houve um aumento
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significativo do risco de fratura e em metade deles houve aumento do risco em mulheres, mas
ndo em homens, associado as TZDs [53].

Pavlova et al em 2018 avaliou o risco de fratura e o uso da pioglitazona em uma revisédo
sistematica com meta-andlise. Os autores apontam que majoritariamente os dados dos efeitos
das TZDs na literatura se devem a utilizacdo da roziglitazona. Das 1536 fontes, seis estudos
foram eleitos, incluindo 3172 pacientes. Nao houve aumento significante para o risco de fratura
comparando pioglitazona e outras drogas antidiabéticas ou placebo; e ndo foi encontrado
associacao entre o tempo de duracao do tratamento, que se estabeleceu entre 56 e 192 semanas
[54].

Apés a instalacdo do implante osseointegravel o contato entre osso e implante é
fundamental para definir a forma de ossificacdo que ocorrerd na éarea, podendo ocorrer
ossificacdo por contato ou ossificacdo a distancia. Durante as primeiras etapas da fase
proliferativa os fibroblastos que migraram para a area passam a secretar matriz colagena unindo
0 0sso ao implante, da mesma forma as pontes de fibrina presentes no coagulo também passam
a ligar osso e implante e em parte participam como arcabouco para as células que migram para
o local injuriado [55-57].

A camada de 6xido que cobre o implante e o mantém bioinerte passa a ter grande
importancia como caracteristica de superficie, pois sua geometria microscépica pode variar de
acordo com o tipo de tratamento, mas a camada de 6xido que permite que ocorra a ancoragem
das pontes de fibrina, fibras colagenas e posterior tecido 6sseo neoformado. A modificacdo da
superficie permite que um maior nimero de ancoragem ocorra por unidade de area em virtude
de um conceito geométrico conhecido como geometria fractal [58-60].

A modificacdo mais utilizada nas diferentes marcas presentes no mercado € a modificacéo
por subtracdo acida, desta forma a utilizacdo dos implantes presentes neste estudo justifica-se
por ser a condicéo clinica, ao extrapolar-se para a clinica, mais encontrada em implantodontia

[58, 59, 61].
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No presente estudo, os achados histologicos apresentados pelo defeito e implante nos trés
tempos em ambos o0s grupos controle e teste foram comparados. Em relagédo ao defeito 6sseo, no
periodo de 15 dias no grupo teste (Figura 8) observa-se leve atraso quanto ao estdgio do reparo
em comparacdo ao grupo controle (Figura 5). H& maior quantidade de osso neoformado no grupo
controle que no tratado (Gréfico 2), o que sugere que o processo de diferenciacdo e remodelacdo
€ lento no grupo tratado.

Tal achado mostra-se congruente com a toda literatura prévia relacionada ao PPAR-gama.
Bem como o periodo de 45 dias, onde o grupo que recebeu o tratamento apresentou a nao
corticalizacao total do defeito (Figura 9) , que no modelo utilizado ndo € um defeito considerado
critico. Além de ser importante observar que na regido medular, no ultimo periodo, o grupo controle
aparesentou trabéculas e adipOcitos maiores enquanto o grupo teste apresentou atividade
osteoclastica intensa, adipocitos maduros e trabéculas menores (Figura 10), mesmo que nao haja
diferenca estatistica em significante em OM (Gréfico 3). O que corrobora para os achados de Meier
et al 2018 em relacdo ao uso a longo prazo da pioglitazona e o risco de fratura [52].

Os achados histologicos apresentados pelos implantes instalados nas tibias divergem ao que
fora encontrado no grupo SC-gama defeito ésseo. Observamos aos 7, 15 e 45 dias, para 0 grupo
controle, respectivamente, a predominancia de tecido conjuntivo frouxo, tecido 6sseo neoformado
em estagio inicial de maturagéo e osso neoformado ja com dindmica aposicional bem estabelecida.
Para o periodo inicial e final (Figuras 14 e 16), o grupo SC-gama implante ndo apresentou
diferencas suficientemente grandes em relacdo ao reparo peri-implantar. No periodo de 15 dias, o
grupo SC-gama apresentou atraso em relacdo ao grupo controle ao avaliar o tecido 0sseo em
maturacdo em contato com implante. Infere-se que tal achado possa se relacionar com a diferenca
de tamanho tridimensional a ser preenchido por tecido em razao do espaco ocupado pelo implante,
diminuindo a necessidade de maiores aportes celulares nas diferentes fases do reparo 6sseo.

Pode-se levar em conta também que o tratamento de superficie do implante utilizado possa ter sido
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um fator a estimular a neoformacéo éssea e a organizacao lamelar ao redor das espiras do implante
[15, 62].

A medicacdo utilizada neste estudo, apesar de favorecer a reabsor¢cdo 6ssea [51], ndo se
colocou como um fator impeditivo para a instalagéo de implantes osseointegraveis, uma vez que
0s eventos celulares presentes no reparo periimplantar ndo sofreram demasiada alteragao,
apesar de ser necessario mais estudos que avaliem e quantifiquem parametros periimplatares.

Os resultados referentes a massa corporal , glicemia em jejum e TITG demonstram
similaridade entre os grupos no que se refere ao metabolismo glicidico e sdo compativeis com os
achados na literatura [32-34, 37].

A presenca de cartilagem hialina, por sua vez, nao foi considerada risco para
pseudoartrose, uma vez que o 0sso utilizado no estudo apresenta caracteristica embrionaria de
ossificacdo endocondral. Mostram-se necessarios, portanto, estudos posteriores com avaliacao
de um modelo que avalie 0 uso do agonista e 0 processo de reparo em 0SS0S gnaticos.

Faz-se necessario no futuro mais pesquisas que utilizem um modelo experimental de
diabetes tipo 2 para revelar os efeitos das TZDs no metabolismo 6sseo nesse contexto.
Considerando, ndo apenas o modelo saudavel, mas também modelos que induzam o diabetes,
seja pela supresséao da atividade pancreatica das células beta, bem como a inducdo da sindrome
metabdlica via alimentacdo do espécime animal, para que novos dados sejam colhidos, na
intencao de definir se o uso desta classe de medicamento pode influir na instalagéo de implantes
dentarios, tornando-se uma contraindicagao relativa ou absoluta.

O estudo inicial, em se tratando de compor um modelo animal, leva a necessidade de
explorar mais analises e que metodologias clinicas sejam efetuadas para que os dados colhidos

nos testes pré-clinicos sejam definitivamente validados.
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6. Concluséo

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

- Em relacéo ao reparo 6sseo, em 15 dias ha maior quantidade de osso neoformado no
grupo controle que no tratado, sugerindo que o processo de diferenciacdo e remodelacao € lento
no grupo tratado. Ha maior quantidade de tecido conjuntivo no grupo teste, sugerindo um atraso
no reparo tecidual, porém todos os parametros avaliados se igualam numericamente no altimo
periodo. Na andlise descritiva podemos notar a diminuicdo no numero de trabéculas no grupo

tratado, o que pode ser explicado pelo n reduzido da pesquisa.

- Em relacéo ao reparo peri-implantar, a analise histoldgica descritiva demonstrou que
comportamento biolégico dentro da area de interesse demonstrou atraso no periodo de 15 dias

contudo foi semelhante nos tempos inicial e final.

Por isso sdo necessdarias mais pesquisas que abordem esse tema, avaliando ndo s6 o uso

da medicacado, mas também um modelo de obesidade para mais respostas.
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