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RESUMO

Mafra CES. Efeito de diferentes doses de PTH (1-34) sintético sobre o tecido 6sseo
ao redor de implantes inseridos em ratos [dissertacdo].Sao Paulo: Universidade de
Sao Paulo, Faculdade de odontologia; 2013. Versao Original.

O objetivo do presente estudo foi investigar se doses do horménio sintético
paratireoideano (PTH 1-34), mais baixas que as estudadas previamente apresentam
um efeito osteoanabdlico ao redor de implantes de titanio. Para isto realizou-se um
estudo paralelo, cego onde foram utilizados 45 ratos Wistar machos adultos. Sob
anestesia geral, todos os animais receberam em uma das tibias, aleatoriamente
escolhida, um implante de titanio comercialmente puro e superficie usinada (4.5 x
2.2 mm). Apd6s a colocagao dos implantes, os animais foram sorteados para receber
um dos seguintes tratamentos: grupo 1: inje¢cdes do veiculo necessario para a
dissolugédo do horménio (n=15); grupo 2: injecdes subcutaneas de 40 pg/kg de PTH
sintético (1-34) trés vezes por semana (n=15) e grupo 3: inje¢des subcutaneas de 2
Mg/kg de PTH sintético (1-34) trés vezes por semana (n=15). 30 dias apds a cirurgia
os animais foram sacrificados, as pecas contendo o implante e 0 osso circundante
foram removidas e processadas histologicamente para cortes ndo descalcificados.
As laminas obtidas foram avaliadas em relagdo aos seguintes parametros
histométricos, os quais foram expressos em porcentagem: (PTM) proporgcéo de
tecido mineralizado na regido adjacente ao implante (500um lateralmente a
superficie do implante e fora das roscas); (AO) preenchimento 6sseo dentro dos
limites das roscas de cada implante e (CD) extensédo de tecido ésseo em contato
direto com a superficie do implante. Os resultados do presente estudo mostraram
que ambas as doses utilizadas influenciaram a regido medular apenas para o
parametro AO (P=0,0394). Ja para a regiao cortical, ambas as concentragbes de
PTH (1-34) utilizadas (Grupos 1 e 2) influenciaram de maneira positiva todos os
parametros investigados (PTM, AO e CD - p<0,05). Dentro dos limites deste estudo
concluiu-se que o PTH (1-34) estimulou a formacéo 6ssea ao redor de implantes de

titnio, mesmo em doses baixas.

Palavras chave: PTH 1-34. Implantes. atividade osteoanabdlica.



ABSTRACT

Mafra CES. Effect of different doses of synthetic PTH (1-34) on bone around
implants inserted in rats. ratos [dissertation]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de odontologia; 2013. Versao Original.

The aim of this study was to investigate whether doses of synthetic parathyroid
hormone (PTH 1-34), lower than the previously studied, have an osteoanabdlic effect
on bone around titanium implants. A blind parallel study was conducted and used 45
adult male Wistar rats. Under general anesthesia, all the animals received in a
randomly chosen tibia a titanium implant (4.0 x 2.2 mm). After implant placement, the
animals were randomized to receive one of the following treatments: group 1:
subcutaneous injections of 40 ug / kg of synthetic PTH (1 -34) three times per week
(n=15); group 2 subcutaneous injections of 2 ug / kg of synthetic PTH (1-34) three
times per week (n = 15); group 3: vehicle injections required for hormone dissolution
(n = 15). Thirty days after surgery, the animals were sacrificed and specimens
containing the implant and the surrounding bone were removed and processed for
histological non-decalcified sections. The sections obtained were evaluated
according to the following histometric parameters (presented as percentage):
proportion of mineralized tissue in the region adjacent to the implant (500um laterally
to the implant surface and out of the threads(PTM), bone filling whithin the limits of
the threads(AO) and bone-to-implant contact (BIC). For the cortical region, all
parameters were positively affected by both hormone concentrations and Groups 1
and 2 presented similar results that were significantly higher than the results of
control group (group3d) (p < 0.05). Similar results were observed for the parameter
AO in the cancellous region (p = 0.0394). Within the limits of this study, it can be
concluded that PTH (1-34) stimulates bone formation around titanium implants, even

at low doses

Keywords: PTH (1-34). Implants. Osteoanabolic actvity.
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1 INTRODUGAO

Atualmente os implantes dentarios sao extremamente importantes para que
haja a recuperagao de aspectos funcionais e estéticos nos pacientes (Hutton et al.,
1995). A qualidade do osso pode afetar diretamente o tratamento com implantes
dentarios, uma vez que é bem estabelecido que a estabilidade primaria e o
travamento sao importantes no que diz respeito a osseointegragao, carregamento
protético e capacidade de assimilar cargas mastigatorias futuras (Branemark, 1983).

Varias alternativas tem sido estudadas para otimizar o tratamento com
implantes, como, tratamentos na superficie dos implantes, modificacdes na forma do
corpo e no desenho das espiras (Piattelli et al., 2011), entretanto pouco tem sido
estudado no sentido de melhorar a resposta osteoanabdlica por parte do paciente. E
amplamente reconhecido na literartura cientifica que o PTH 1-34 tem efeito
osteoanabdlico quando aplicado de maneira intermitente (Lindsay et al., 2006; Silva
et al.,, 2011 ). O mesmo tem sido muito estudado como alternativa viavel para o
tratamento da osteoporeose e de pacientes com alto risco de fratura (Rubin et al.,
2003). Estudos em ratos fémeas ovarectomizadas, ja demonstraram que o PTH (1-
34) atua mesmo em deficiéncia de estrégeno (Shirota et al., 2003), e presenca de
cigarro (Lima et al., 2013), mas falha em estimular a osseointegragdo na presencga
de diabetes (Kuchler et al, 2011). Em trabalho realizado em ratos diabéticos Kuchler
et al. (2011), demosntrou que o diabetes pode produzir uma caracteristica que
impede a resposta ao PTH 1-34, o que consequentemente torna a presenca de
diabetes, critica para pacientes em tratamento para melhorar a resposta
osteoanabdlica. Podemos inferir que utilizado de modo intermitente, o paratorménio
pode ter utilidade quando implantes dentarios forem inseridos em ossos com perda
Ossea trabecular e melhorar os resultados clinicos.

Apesar destes interessantes achados, os estudos em animais tém utilizado
dosagens baseadas nos estudos de carcinogénese em ratos (Vahle et al., 2002;
Jolette et al., 2006), as quais sédo cerca de 100 a 200 vezes mais altas que as doses
utilizadas clinicamente em humanos. Os estudos clinicos tém utilizado aplicacées

diarias de 20ug/dia (Neer et al., 2001) ou 40ug/dia (Body et al., 2002) de PTH (1-34)
(valores em torno de 0,3 a 0,7 ug/kg/dia).
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Dessa forma, nosso intuito foi observar alteracbes anabdlicas 6sseas em animais,
utilizando doses mais proximas as doses aprovadas para a utilizagdo em humanos
(20ug/dia), ja que conforme dito anteriormente, as doses utilizadas nos estudos com

animais sao muito maiores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do Tecido Osseo e Biologia do Reparo Osseo

O esqueleto € uma estrutura mineralizada, composta por células, vasos e
compostos de cristais de calcio. Os processos de diferenciagao celular que
constituem o esqueleto sao regulados por genes, que primeiro estabelecem um
padrao estrutural em forma de cartilagem e mesenquima e entdo é substituido por
osso através da diferenciagdo dos osteoblastos, (Wellik; Capecchi, 2003) que sao
células responsaveis pela mineralizagcdo da matriz 6ssea.

Os ossos e cartilagens possuem muitas fungdes, como a fungéo estutural,
dando suporte e protegdo ao 6Orgaos internos assim como para insergdo da
musculatura e para locomog¢ao. Segundo, o esqueleto tem uma fungdo metabdlica
servindo como uma reserva de calcio e fosfato contribuindo para a manutengao da
homeostase (Hadjidakis; Androulakis 2006). Apesar da aparéncia estatica, sabe-se
que o tecido 6sseo estda em constante remodelagdo e que este fendmeno, é
fundamental para a sua manutencao (Eriksen; 2010). A remodelagédo é o processo
através do qual a estrutura 6ssea é renovada, permitindo a manutencao da forma,
qualidade e tamanho do esqueleto. Dessa forma, a manutengcdo da massa Ossea
depende da acao coordenada entre osteoclastos que reabsorvem a matriz dssea e
tem origem hematopoiética e células apositoras de origem mesenquimal, os
osteoblastos. Durante estes fendmenos, alguns osteoblastos ficam aprisionados na

matriz 6ssea e sdo denominados como ostedcitos.

Hauge et al. (2001), descreveram em estudo histolégico, uma regiao referida
como compartimento de remodelagdo 6ssea (BRC-Bone Remodeling compartment),
que esta intimamente relacionado com a remodelagéo do osso medular (esponjoso).
Esta cavidade estreita € forrada por células achatadas (provavelmente células
osteogénicas) no seu lado medular, formando uma cobertura que parece estar
conectada a células osteogénicas na superficie quiescente do osso e no seu lado
interno, pela superficie que esta sendo remodelada. O conjunto de células que

comanda a remodelagdo 6ssea é denomidado Unidade 6ssea Multicelular, (BMU-
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Bone Multicelluar Unit), que compreende osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos no
interior de uma cavidade de remodelacdo 6ssea. Penetrando esta cavidade, e
completando os elementos participantes da BMU, ha capilares que servem de fonte
de nutricdo para estas células. Os ostedcitos sdo células importantes na
remodelacado e reparo 6sseo uma vez que podem identificar microtrincas e esforco
mecanico e responder a mudangas hormonais no meio 6sseo, para essencialmete
desencadear a remodelagdo (Everts et al.,, 2002; Bonewald, 2007). Quando os
osteoblastos tornam-se ostedcitos comecam a expressar diversas moléculas
incluindo DMP1 (Dentin Matrix acidic phosphoprotein1), que € critica para uma
apropriada mineralizagcao Ossea, e esclerotina, que controla a formacédo 6ssea e

metabolismo de fosfato (Bonewald, 2006).

De acordo com Everts et al, 2002; as células osteogénicas iniciam o
processo de reabsorgdo, atraem osteoclastos e junto com as células osteogénicas
contiguas , comegam a formacgdo do teto do BRC. Através deste processo de
remodelagdo, o osso é gradualmente substituido. A remodelagao éssea € iniciada
pela ativacdo da reabsorcdo Ossea, iniciando com a retracdo das células
osteogénicas seguida pelo recrutamento de preosteoclastos para formar
osteoclastos maduros que escavardo a superficie do osso. Essa fasse de
reabsor¢gao dura 2-4 semanas em humanos, e é seguida pelo novo preenchimento
das cavidades ésseas por células da linhagem osteoblastica. Ao final da formagao
O0ssea que leva 2-3 meses em humanos, a maioria dos osteoblastos morre por
apoptose, poucos permanecem como células osteogénicas na superficie quiescente
do osso e alguns permanecem aprisionados na matriz 6ssea como osteoblastos

diferenciados, chamados de ostedcitos .

Alguns horménios participam da regulagdo do homeostase do tecido 6sseo. O
Paratorménio (PTH) € o mais importante regulador da homeostase de calcio,
mantendo a concentragdo calcio no sangue através do estimulo a reabsorgao
aumentando a reabsorcdo de calcio tubular renal e a producao de calcitrol. Pode
estimular tanto a reabsorcdo em doses continuas tanto quanto a aposicao em doses
intermitentes. O calcitrol é essencial para melhorar a absorcao intestinal de calcio e
fosfato , que desta maneira promove mineralizacdo éssea. Calcitonina inibe a
atividade de osteoclastos bem como a secrecdo de enzimas proteoliticas através de

seus receptores nos osteoclastos. Alguns glicocorticoides também exercem tanto
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papel estimulatério quanto inibitério nas células ésseas. Além disso, glicocorticoides
sensibilizam células 6sseas a reguladores da remodelagdo, que aumentam o

recrutamento de osteoclastos (Kim et al., 2003) .

A regulacdo local da remodelagdo e reparo 6sseo € feita através do
mecanismo OPG-RANK-RANKL. O RANKL expresso na superficie dos
preosteoblastos/células tronco liga-se ao RANK nas células precursoras de
osteoclastos, e isto é critico para a diferenciacao, fusdo em células multinucleadas e
sobrevivéncia de osteoclastos (Suda et al., 1999). A OPG inibe todo o sistema
bloqueando os efeitos do RANKL (Simoneti et al., 1997)

Células das linhagens osteoclastica e osteoblastica sao responsivas a varios
horménios sistémicos, como PTH, também a 1,25 dihydroxyvitamin D3, e mais
importantemente, a multiplos fatores locaisf (TGF-B); familia de fatores que inclui
proteinas 6sseas morfogenéticas, BMPs, que estdo sob controle hormonal. Estes
fatores locais sdo sintetizados por osteoblastos e osteoclastos e seus precursores
(Jilka , 2007).

BMP’s tem um forte impacto na diferenciacdo dos osteoblastos. Ainda que a
osteogénese € normalmente iniciada em ratos deficientes em BMP’s nenhuma
cavidade medular, osso trabecular ou cortical sdo observados. Portanto, BMP’s
(notavelmente BMP 2 e 4) sdo cruciais para a progressao e maturagcdo da
osteogénese, a qual dependeria do fator de transcrigdo Osterix que atua na
sequéncia de outro fator de transcrigao, o runx2 (Runt related trnascriptios factor 2)
(Nakashima et al., 2002).

Vaérios fatores que controlam a osteoblastogénese e a formagdo éssea
parecem agir através de vias de sinalizagdo comuns, os quais incluem TGF-
B/BMP/Smad, mitogen-activated protein Kinase (MAPK) e vias Wnt/ B-catenina
assim como a ativagao de runt-related transcription factor denominado Runx2 (Vaes
et al., 2006; Jilka, 2007). O Runx2 regula a proliferagao celular, integra inumeras
vias de sinalizagdo e controla a expressdo de muitos genes (ex: genes que
codificam osteocalcina, VEGF, RANKL, esclerotina e proteina matriz dentinaria
1(DMP1), por toda maturagao osteoblastica (Otto et al., 2003; Lian et al., 2006).
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Osterix(Late Osteogénic trancription factor) €& outro fator de transcricao
essencial para formagao de preosteoblastos a partrir de projenitores multipotentes
(Nakashima et al., 2002), agindo como um regulador master da osteogénese tardia,

inibindo a condrogénese (Baek et al., 2009).

A formacdo oOssea comegca quando células mesenquimais formam
condensagdes e na maioria delas o processo endocondral procede a regeneragao
Ossea, portanto as células tornam-se primeiro condrdcitos, os quais formam o
pericdndrio nas bordas das condensacbes. Condrécitos sdo células com forma
especificas, secretam uma matriz rica em colageno tipo 2a1 (sulfato de condroitina
proteoglicano1), e geralmente expressa um programa genético caracteristico dirigido
pela transcricdo dos fatores Sox9 e Runx2. Sox9 é essencial para converter células
condensadas em condrdcitos e além disso age em cada estagio da diferenciagao de
condrécitos (Akiyama et al., 2002). Entretanto o Runx 2 direciona condrécitos
proliferativos a se diferenciar em células hipertréficas, além disso, Runx2 é
altamente expresso em células pericondriais e em osteoblastos. De fato, Runx2 é
um regulador mestre na osteogénese inicial, animais Runx2”~ morreram sem

formagao 6ssea (Baek et al., 2009).

Outro grupo de moléculas altamente importantes em muitos aspectos da
funcao celular particularmente a osteogénese sao as Wnt's, que compreendem uma
familia de proteinas secretadas, ricas em cisteina. Varias Wnts , como Wnt1, 3a, 4,
5, 10b e 13, tem um papel significante na formacao éssea (Liu et al.,, 2008). A
sinalizacdo de Wnts tem as trés maiores fungdes na linhagem de células
osteoblasticas: ditar a osteoblasto especificacdo de osteo/condroprogenitores
estimular a proliferacao osteoblastica e melhorar a sobrevivéncia dos osteoblastos e
ostedcitos. No interior da BMU, Wnts influenciam a maturacdo dos osteoclastos pela

regulagcao dos niveis de RANKL nos osteoblastos (Kloen et al., 2003).

Sistemicamente, o mais importante regulador da homeostase de calcio € o
Paratorménio (PTH), mantendo a concentragdo calcio no sangue através do
estimulo a reabsorcdo aumentando a reabsorcdao de calcio tubular renal e a
producao de calcitrol. Pode estimular tanto a reabsor¢ao em doses continuas tanto
quanto a aposicdo em doses intermitentes (Kim et al., 2003). Seu uso tornou-se

importante em pacientes com osteoporose e € extremamente importante entender
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seu mecanismo de agcao tanto celular quanto molecular. Dessa forma, diveros
estudos clinicos, laboratoriais € em animais tem sido feitos para elucidar seu
mecanismo de acdo, para que o mesmo, possa ter outras utilizacdes, como por
exemplo, em pacientes que passaram por cirurgias para inser¢ao de implantes
dentarios e que tem algum comprometimento sistémico ou fazem uso de inibidores

de reabsorgao.

Reparo 6sseo € um processo pelo qual osso danificado , como apdés um
trauma ortopédico, ou ainda apds uma cirurgia, por exemplo, se recompde. E um
proceso que envolve uma inter-relacdo de complexos eventos moleculares e
celulares para formar novo osso. Em contraste com a remodelacdo que leva um
longo periodo para se completar em sitios aleatorios pelo esqueleto, o reparo ocorre
em um periodo mais curto e em um sitio especifico, onde ocorreu a injuria. O
processo de reparo basicamente recapitula a formacdo normal do osso durante a
embriogénese, exceto pela inflamagéao, pelo limitado numero de osteoprogenitores
disponiveis bem como pelo estimulo mecéanico que influencia largamente a

cicatrizagdo 6ssea (Deschaseaux et al., 2009).

Imediatamente apds a injuria forma-se um coagulo sanguineo, proteinas
provenientes dos vasos e das células injuriadas iniciam uma série de eventos que
levam a formacgao de uma rede de fibrina. Plaquetas formam agregados e interagem
com a rede de fibrina para produzir coagulo sanguineo, que efetivamente obstrui os
vasos rompidos e interrompe o sangramento. Apds alguns dias ocorre a fibrindlise
que dara espago a formagdo de um novo tecido. Neutréfilos e macroéfagos migram
para o interior da ferida e além de “limpar” a ferida, também liberam fatores de
crscimento que posteriormente promovem a migragao, proliferacdo e diferenciagao
de células mesenquimais (Lindhe et al., 2010). No sitio onde houve a injuria a nova
formacdo Ossea € iniciada pela condensacdo de células tronco mesenquimais
capazes de se diferenciarem em células osteogénicas (Deschaseaux et al., 2009;
Arvidson et al., 2011). As células mesenquimais comegam a proliferar e a depositar
componentes da matriz no meio extracelular e um novo tecido, denominado tecido
de granulagdo ira substituir o coagulo. O tecido de granulagdo eventualmente
contém macréfagos e um grande numero de células semelhantes aos fibroblastos
bem como numerosos vasos sanguineos recém formados. A intensa sintese de

componentes é chamada de fibroplasia e a formacgao de novos vasos € chamada de
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angiogénese. A combinagao da fibroplasia e da angiogénese da origem a um tecido
conjuntivo provisério (Lindhe et al., 2010). Neste processo ocorre a liberagao de
diversos mediadores quimicos pro-inflamatérios como o fator de necrose tumoral-a,
e interleucinas 1 e 6 dos agregados de plaquetas, células endoteliais e macréfagos.
A transigao para um tecido 6sseo ocorre ao longo dos vasos sanguineos, uma vez
que células osteoprogenitoras migram e concentram-se nestes, transformando-se
entdo em osteoblastos que produzem uma matriz de fibras colagenas que apresenta
um modelo imaturo, o ostedide. O processo de mineralizagao inicia-se na sua
porcao central. Os osteoblastos continuam a depositar ostedide e algumas células
ficam aprisionadas na estruturas mineralizadas, sdo os ostedcitos. As trabéculas do
0sso imatura é formada ao redor dos vasos e tornam-se espessas pela deposicao
continua de osso imaturo, Os ostedcitos sdo agrupados e os dsteons primarios sao
organizados. O processo de formacgao inicial do osso é bastante rapido e dentro de
poucas semanas todo o coagulo foi substituido pelo osso imaturo também

denominado 0sso esponjoso primario.

Os osso imaturo e seus Osteons primarios sao gradativamente substituidos
por 0sso lamelar e osso medular e Osteons secundarios ocorrendo entdo a
corticalizacdo, através do processo de modelamento e remodelamento acima
descrito. Embora o osso esteja cicatrizado, os tecidos do sitio continuardo a se
adaptar as demandas funcionais com o tempo (Lindhe et al., 2010). Osso
comprometido pode formar-se em casos de perdas grandes de tecido 6Gsseo,
vascularizacdo deficiente, ou associado com o decréscimo do numero de
osteoprogenitores com ocorre em pacientes idosos e diabéticos, em todos estes
cenarios novas terapias que podem otimizar esse processo de cicatrizacdo sao

importantes, como a utilizacdo de doses intermitentes de PTH 1-34, por exemplo.

2.2 Fisiologia do PTH e do PTHrp

O PTH é um horménio produzido pela glandula paratiredide enquanto que o
PTHrp (PTH related protein) € um homélogo parcial expresso por tecidos normais

como o figado e o osso. Esta homologia estrutural parcial esta no interior das
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sequéncias 1-13 e 34-39 destes polipeptideos, e embora pequena, € responsavel
pela capacidade de ambas moléculas ligarem-se ao mesmo Receptor acoplado a

proteina-G que possui sete dominios transmembrana (Datta; Abou-Samra, 2009).

As acbes esqueléticas do PTH sdo complexas, uma vez que este hormdnio
pode estimular tanto formacdao Ossea osteoblasto dependente, quanto mediar
reabsorcdo osteoclasto dependente; sendo que o efeito depende do tipo de
administracdo. A exposicao intermitente leva a uma reacdo que aumenta a formacéao
O0ssea , enquanto a administracdo continua ou sua liberagao fisiolégica leva a
reabsorgao (Jilka, 2007; Silva et al., 2011).

Tradicionalmente o PTH é conhecido como catabdlico ao esqueleto humano,
uma vez que sua principal fungao fisiolégica € manter o nivel de ions calcio no
sangue. A atividade do PTH é exercida através de um mecanismo indireto. O PTH
se liga aos receptores nos osteoblastos fazendo com que liberem o RANKL (RANK
ligante). O RANK ligante ativa receptores nas células pré-osteoclastos, fazendo com
que elas se tornem osteoclastos multinucleados maduros. Os osteoblastos também
produzem a Osteoprotegerina (OPG), por vezes denominado fator inibidor da
osteoclatogénese, citocina que inibe a reabsor¢cdo dssea, ligando-se ao RANKL
antes de este se ligar ao pré-osteoclastos, inibindo sua diferenciagdo em

osteoclastos maduros (Guyton; Hall, 2011).

Os principais 6rgaos alvo do PTH s&o o figado e os ossos (ell-Hajj et al.,
1989). Embora alguns autores como Langub et al. (2001) e Dempster et al. (2005),
sugeriram a presenga do receptor para PTH em osteoclastos, maior parte dos
trabalhos considera que continua admnistracdo do PTH e PTHrp induz reabsorg¢ao
pela ativagdo indireta de osteoclastos (Dempster et al., 2005). Chambers et al.
(1985) demonstrou em experimento in vitro que quando osteoclastos séo separados
fisicamente de osteoblastos, os mesmos nao respondem ao PTH, entretanto nao

exite consenso a esse respeito.

O entendimento dos papéis fisiologicos, celulares e moleculares do PTH e do
PTHrp comecou quando o seu receptor PTHR1 foi clonado no inicio dos anos 90
(Abou-Samra et al., 1992). A regido amino-terminal do PTH 1-34 e do PTHrp interaje
com o J-domain(Dominio-J), a porgao funcional do receptor que contém os sete

terminais transmembrana e os loops conectantes. Enquanto que a porg¢ao carboxy-
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terminal do PTH e do PTHrp conecta-se ao dominio extracelular N do receptor
promovendo a associagdo do terminal amino bioldgicamente ativo do ligante J-

domain (Hoare et al., 2001).

Em osteoblastos , a ligagdo do PTH ao PTHr1 ativa a adenilciclase e
fosfolipase com formacdo de cAMP (AMP ciclico) e subsequente aumento na
concentragao de calcio intracelular (Cranney et al., 2006), bem como ativa a proteina
C Kinase (PKC) pela vias foafolipasse C (PLC) dependente e independente. Essas
vias levam a ativacao da formacgao dssea pelos osteoblastos, e também a produgao
do receptor Fator Ativador Nuclear xp ligante (RANKL) e fator estimulante de
colonia de macrofagos (M-CSF- Macrophage Colony-stimulanting factor) que sao
necessarios para a formacdo de osteoclastos e reabsor¢do 6ssea (Aslan et al.,
2012). Além disso a OPG (osteoprotegerina) € também induzida em osteoblastos. A
OPG funciona como um bloqueador de receptor, ligando-se ao RANKL e previne a
ligagdo do RANKL ao RANK nos precursores de osteoclasto, inibindo portanto a
formacdo de osteoclastos, e consequentemente regulando a reabsorgdo éssea
(Huang et al.,, 2004), ou seja, em condigbes fisiologicas, o PTH atua tanto em

formacao quanto em reabsorcao.

Estudos in vitro e in vivo tem mostrado que a exposicao intermitente ao PTH
ou PTHrp aumenta a expressao de Runx2 em osteoblastos (Krishnan et al., 2003;
Lozano et al.,, 2009, 2011; de Castro et al., 2012;). O Runx2 ¢é um fator de
transcricdo que guia a diferenciagdo de progenitores mesenquimais a células de
linhagem osteogénica e a osteoblastos bem como a menutencédo da maturidade dos
osteoblastos (Vaes, 2006). Além disso, a administragdo intermitente de PTH e
PTHrp, aumenta a producédo de osteocalcina, um fator diferenciador tardio (late
osteoblast diferenciation factor), que é detectado no plasma e é usado como um

marcador de formacéao éssea (Stewart et al., 2000; Horwitz et al.,2003).

O aumento no numero de osteoblastos ndo se deve somente ao aumento na
atividade e recrutamento de novos osteoblastos, mas também ao aumento na
sobrevivéncia das células. Estudos in vitro demonstraram uma via envolvendo
sinalizagao PKA mediada por AMPc e subsequente fosforilagdo e inativacdo de uma

proteina apoptética denomindada Bad (Bellido et al., 2003), consequentemente
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inibindo a apoptose e aumentando o numero de células viaveis, interferindo de

maneira positiva na capacidade osteoanabdlica do PTH 1-34.

2.3 Plausibilidade biolégica e estudos que suportam a utilizagao do PTH

PTH (1-34) é uma formulagao recombinante contendo a parte biologicamente
ativa dos primeiros 34 amino-acidos do horménio paratiredideo (PTH 1-84) e € uma
droga aprovada pela FDA (US food and drug administration) para o tratamento da
osteoporose (Chan; McCauley , 2013).

A logica para considerar o PTH como um potencial agente para o tratamento
de osteoporose teve origem em observagbes clinicas de pacientes com
hiperparatireoidismo primario, os quais apresentavam grande aumento da massa
O0ssea ao invés de diminuicdo da massa 0ssea, ja que o paratormdnio em condigdes

fisiolégicas controla a calcemia através da reabsorgéo éssea (Rubin et al., 2003).

Antes mesmo disso, a agdo osteoanabdlica do extrato da glandula
paratiredide foi descrita em ratos, guinca pigs, gatos e coelhos no inicio dos anos 30
(Pugsley, Selye, 1993). Sato et al. (2000) em trabalho realizado com macacos
cynomolgus comparou a aplicagdo de PTH (1-34) por 18 meses e 12 meses e
chegou a conclusdo que a aplicagao intermitente de PTH se traduz em um aumento
da resisténcia dssea. Concluiu ainda que a resisténcia dssea persistiu nos animais
tratados apenas por 12 meses em valores semelhante aos animais tratados por 18
meses, sugerindo que o os efeitos do PTH (1-34) permancecem mesmo apds o
tratamento ser interrompido.

Valenta et al. (2005) realizou trabalho com ratos fémea ovarectomizadas,
onde um grupo recebeu uma dose de 80 ug/Kg de PTH (1-34) e outro grupo recebeu
PTH (1-34) associado a OPG (osteoprotegerina) trés vezes por semana. Neste
trabalho foi demonstrado que o PTH (1-34) aumentou a massa 6ssea mesmo em
ratos idosos sem afetar a distribuicdo da densidade mineral e as caracteristicas das
particulas minerias da matriz éssea. A associagdo do PTH (1-34) a OPG néao

otimizou os resultados, mas melhorou a homogeneidade da estrutura éssea.

Além disso, alguns estudos de dose resposta indicaram que a administragao

intermitente em ratos adultos diminui a prevaléncia de apoptose na espongiosa
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secundaria de fémur distal. O decréscimo na apoptose de osteoblastos foi
positivamente correlacionado com o aumento da densidade éssea tanto na espinha

quanto em membros posteriores (Jilka et al; 1999; Bellido et al.,2003).

Injecdes diarias do horménio da glandula paratiredide (PTH) terminal amino
peptideo (1-34), ou da proteina completa, PTH 1-84, aumenta a massa éssea e
reduz a incidéncia de fratura em mulheres no pdés menopausa, em homens idosos e
em mulheres com osteoporose glicocorticoide-induzida (Hodsman et al., 2005).
Esses efeitos sao ativados pela exposigao repetida do esqueleto ao PTH ja que o
clearance do PTH ocorre 2-3 dias ap6s a administragdo do mesmo (Frolik et al.,
2003; Lindsay et al., 2006).

Estudos in vitro tem demostrado que pulsos curtos de PTH ou peptideos N-
terminal, PTHrp, aumentam a proliferacdo das células osteoblasticas subconfluentes,
enquanto seu efeito em culturas de células com alta densidade foi inibitério, neste
mesmo estudo, o efeito in vivo foi demonstrado utilizando um modelo, onde
ossiculos ectopicos derivado de células do estroma da medula 6ssea foram
implantados em ratos , tratados ou ndo com administragdes diarias de PTH (Datta et
al., 2007).

Também ocorre um estimulo na formacao 6ssea tanto no lado periosteal
como no lado endosteal do cortex. Em ratos, a aposi¢ao cortical hormdnio induzida
de osso resulta em um aumento no diametro da cortical externa do osso associada

com marcantes melhorias nas propriedades biomecanicas (Sato et al., 2002).

Observou-se em um trabalho em articulacbes de caes que embora o PTH 1-
34 tenha melhorado histologicamente a osteointegragcao de proteses implantadas,
nao houve melhoria na fixagdo mecanica inicial (Daugaard et al., 2012). Além disso,
Neer et al. (2001), em um ensaio controlado randomizado com 1637 mulheres no
pos-menopausa encontrou um aumento na densidade mineral 6ssea e uma reducao
na incidéncia de fraturas vertebrais e nao vertebrais em um tratamento com 20ug ou

40 pg de PTH (1-34) sintético pelo periodo de 19 meses.

Um estudo comparativo realizado com ratos em grupos com idades distintas
revelou importantes diferencas relacionadas a idade, aos niveis celular e molecular,

nas acdes do PTH sobreo osso. O PTH intermitente levou a um aumento no nimero
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de trabéculas ésseas em ratos jovens e nenhum efeito no crescimento 6sseo
longitudinal, enquanto em ratos maduros houve apenas o0 aumento na espessura

das trabeculas .

Ao nivel celular, houve um aumento no numero de osteoblastos em ratos
jovens em oposi¢cao ao aumento na atividade osteoclastica predominante visto em
ratos maduros (Friedl et al., 2007). Além disso, Mair et al. (2009) realizou um estudo
com implantes inseridos em tibias de ratos wistar, sendo 20 ratos fémea com idade
de 2 meses e outros 20 com idade de 8 meses. Neste estudo foi utilizada a dose de
60ug/Kg de PTH 1-34, trés vezes por semana, durante quatro semanas. Apds a
analise histomorfométrica concluiu-se que a agao do hormdnio foi mais efetiva em
ratos adultos do que em ratos jovens sugerindo que a idade interfere na acao do
PTH 1-34.

Almagro et al. (2012), em um trabalho em coelhos com osteoporose
glicocorticoide-induzida, encontrou um aumento significativo na area de contato
osso—implante nos animais que receberam PTH (1-34) comparada com os controles
ou animais osteoporoéticos que receberam o veiculo utilizando uma dose diaria de
10 pg/kg.

Por outro lado, em ratos diabéticos, de acordo com Kuchler et al. (2011) a
aplicacdo de PTH 1-34, intermintente falhou em estimular a osteointegragao,
sugerindo que a hiperglicemia pode ter um impacto negativo na capacidade

terapéutica deste hormdnio.

Shirota et al. (2003) em um estudo com fémeas de ratos ovarectomizadas, a
aplicacao intermitente de PTH 1-34 com doses de 30 pg/Kg concluiu que o PTH (1-
34) parece favorecer a formagao 6ssea poés-operatdéria aumentando o volume ao
redor de implantes , sugerindo dessa forma, que admnistragdo do horménio pode
ser util quando implantes dentarios forem inseridos em mandibulas com perda éssea

trabecular, e portanto melhorando os resultados clinicos.

Além disso Tokunaga et al. (2011) induziu a periodontite através de ligadura
em ratos por 20 dias , apds a remogao da ligadura , foram injetadas na gengiva
vestibular dos ratos alta dose de 5ug em 50 ul e baixa dose de 1ug em 50 ul de PTH

1-34 trés vezes por semana e chegou-se a conclusdo de que a admnistragao topica
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de PTH 1-34 pode aumentar a massa 0ssea alveolar e pode ser efetivo para a

regeneragao do tecido periodontal.

Vasconcelos et al. (2013) utilizou um modelo animal onde foram criados
defeitos na face vestibular da raiz distal de primeiros molares inferiores de ratos
wistar machos com 8 semanas. Neste estudo os animais posteiormente receberam
40ug/Kg de PTH (1-34) a cada dois dias, e foi concluido que a aplicagao intermitente
de PTH 1-34 leva a uma melhoria no processo de cicatrizacido periodontal

comparado ao animais nao tratados.

A acdo do PTH (1-34), também foi estudada em pacientes com periodontite.
Bashutski et al. (2010), realizou um estudo com 40 pacientes com periodontite
crOnica severa e que passaram por cirurgia periodontal. Estes pacientes receberam
em seguida, inje¢cdes de teriparatide com 20ug/d, trés dias apds a cirurgia
prosseguindo até seis semanas, outro grupo, recebeu apenas placebo e chegou-se
a conclusdo de que comparado ao placebo o teriparatide esta associado com
melhorias nos parametros clinicos, grande resolugao dos defeitos do osso alveolar e

cicatrizagdo acelerada das injurias 6sseas na cavidade oral.

A osteonecrose da mandibula associada ao uso de drogas inibidores de
reabsor¢gao € um efeito colateral de relevante significancia (Khosla et al., 2007).
Devido ao seu efeito osteoanabdlico, o PTH (1-34) tem sido usado para tratar
pacientes com osteonecrose da mandibula, com resultados favoraveis (Harper;
Fung, 2007). O PTH (1-34) promove diferenciagao e atividade de osteoblastos e isto
parece ser benéfico, devido ao papel osteoanabdlico da aplicagao intermitente de
PTH (1-34), contra um quadro de supressao do turnover comum ao tratamento de
longo prazo com o uso de bifosfonados (Narongroeknawin et al., 2010), revertendo

dessa forma, um efeito colateral relacionado aos bifosfonados.

Por outro lado o paratorménio estd associado com o aparecimento de
osteosarcoma e outras lesdes Osseas proliferativas. Em estudo conduzido por Vahle
em 2002; houve aparecimento de osteosarcoma de uma maneira dose-responsiva
em todos os grupos utilizados no trabalho, entretanto a menor dose utilizada nos
trabalhos de Vahle ( 5ug/Kg) ainda é 3.4 vezes a dose utilizada em humano. Outros
efeitos colaterais tem sido relatados como hipercalcemia e hipercalceinuria,

entretanto neste mesmo trabalho foi relatado que estes eventos acontecem de
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maneira transitéria, ndo influenciando a funcido renal. Tratam-se de eventos
importantes de serem investigados pois 0s mesmos sao sinais de
hiperparatireoidismo. Além disso em estudo em macacos, o tratamento com rhPTH
(1-34) reduziu os niveis plasmaticos de PTH (1-84) em aproximadamente 50%

(Brommage et al., 1999).

Piemonte et al. (2009) em estudo com 10 mulheres em fase pds menopausa
com osteoporose investigou a acdo do PTH (1-34) e PTh (1-84) nos niveis de calcio
ionizado, 1,25 dihidroxivitamina D e excreg¢ao de calcio urinario, ndo encontrando
diferengas significantes entre os dois peptideos. Além disso o estudo investigou a
acao de uma dose unica dos hormdnios nestas pacientes e a hipercalcemia e
hipercalciuria ndo foram significantes, entretanto os autores relatam que tratamentos
por periodos maiores podem levar a hipercalcemia e hipercalciuria transitorios,

entretanto ndo afetando a funcao renal dos pacientes.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste trabalho sera avaliar o potencial osteogénico de doses mais
baixas que as utilizadas em estudos prévios em ratos, € mais proximas as
administradas clinicamente em pacientes, sobre a reparagao dssea ao redor de

implantes de titanio inseridos em tibias de ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracteristicas da amostra

Foram utilizados 45 ratos adultos, machos, da ragca Wistar, pesando entre
300 e 400g. Os animais serdo mantidos em gaiolas plasticas com acesso a comida e

agua ad libitum durante todo o periodo experimental.

4.2 Delineamento Experimental

O presente estudo tera um desenho experimental paralelo em que os 45 ratos
serao aleatoriamente divididos em 3 grupos apds a instalagdo de um implante de

titAnio em umas das tibias:

Grupo 1 — 15 ratos que receberam injegcbes subcutaneas na regiao dorsal de 40
Mg/kg de PTH sintético (1-34), trés vezes por semana, durante 30 dias, apds a

insercao dos implantes (Barros et al., 2003)(Figura 5.1)

Grupo 2 — 15 ratos que receberam inje¢cdes subcutaneas na regido dorsal de 2
Mg/kg de PTH sintético (1-34) trés vezes por semana, durante 30 dias, apds a

insercao dos implantes (Figura 5.2)

Grupo 3 — 15 ratos que receberam apenas o veiculo necessario para a dissolugcao
do horménio (1% de acido acético dissolvido em agua) num volume semelhante ao

utilizado nos seguintes grupos (Figura 5.3).
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4.3 Procedimento Cirurgico

Todos os animais utilizados no estudo receberam um implante do tipo
osseointegravel, rosqueavel, de titdnio comercialmente puro com as seguintes
dimensdes: 4,5 mm de comprimento e 2,2 mm de didametro. Antes da cirurgia, os
animais foram pesados, e de acordo com seu peso corpéreo, foram anestesiados
com solugcdo de ketamina (1ml/Kg/IM) (Francotar:; Virbac do Brasil Industria e
Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3 ml/kg/IM)
(Virbaxil*; Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil). Uma
solucao de alcool iodado foi utilizada para a anti-sepsia do campo operatério. Com
uma lamina de bisturi numero 15, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1,5
cm, proporcionando a exposicao do tecido muscular, que foi divulsionado, permitindo

0 acesso a tibia do animal.

Utilizando-se um motor elétrico e um contra-angulo redutor 16:1, um leito bi-
cortical com a dimensao final de 2 mm de didmetro foi preparado para a insercéo
dos implantes. Os leitos foram irrigados com solugdo salina fisiolégica para a

remogao de fragmentos que possam prejudicar a adaptacédo do implante.

Os implantes foram manualmente rosqueados até que ficassem estabilizados
nas duas corticais o0sseas. O tecido muscular foi reposicionado e suturado em
massa com fio absorvivel e o tecido superficial com fio de mononylon. Uma solugao

de alcool iodado foi novamente aplicada sobre a area operada.

Apds a cirurgia, os animais receberam uma dose unica de antibidtico via
intramuscular (1 ml/Kg/IM) (Pentabiético; Whitehall LTDA, Sao Paulo, S.P., Brasil).
Nenhuma restricdo de movimentacao ou alimentacao foi feita aos animais apoés a
cirurgia, os quais permaneceram mantidos em gaiolas durante todo o periodo

experimental.
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4.4 Processamento histolégico e analise histométrica

Os animais foram sacrificados 30 dias apds a insercao dos implantes através
de sobredose de anestésico (Ketamina148 mg/Kg associada a Xylasina 30 mg/Kg).
Apods o sacrificio dos animais, os espécimes (implante + osso circundante) foram
removidos em blocos (implante + osso circundante) e colocados em formalina neutra
tamponada a 4% por 48 horas. Apds a fixagdo e lavagem em agua, os blocos foram
desidratados em solugcdo de alcool etilico em escala ascendente de
concentracéo(60-100%), sob constante agitagao.

Os espécimes foram incluidos em resina metilmetacrilato (Fluka Chemie AG,
Buchs, Suiga). Os cortes longitudinais foram realizados perpendicularmente ao
implante. Secgdes de 500 um foram obtidas com um micrétomo (Exakt Saw 300 CP
band system, Exakt Technologies, Oklahoma, OK, E.U.A) equipado com uma lamina
de tungsténio. Em seguida, as secgbes foram coladas as laminas de acetato opaco,
desgastadas e polidas com o uso de uma politriz (Knuth-Rotor-3, Struers,
Copenhagen, Dinamarca), até uma espessura aproximada de 80 ym e coradas com
a técnica Stevenel's Blue e Alizarina (Maniatopoulos et al.,1986) pela qual torna-se
facil diferenciar os tecidos mineralizados (corado pelo vermelho Alizarina) dos néo

mineralizados (corado pelo stevel’s Blue) ( fig 4.1).

Os cortes centrais de cada peca foram utilizados para a analise histométrica
utilizando um microscépio de luz com objetivas que permitirdo aumento de 04 a 10
vezes (Axioskop 2 Plus, Carl-Zeiss, GMBH, Alemanha) e um programa para analise

de imagens (Image J ). Os seguintes parametros fora avaliados (conforme Fig. 4.3).

1- Proporc¢éao de tecido mineralizado (PTM) (em porcentagem) fora das roscas,
na regiao adjacente ao implante (500um lateralmente a superficie do

implante) .

2- Area de tecido mineralizado dentro dos limites das roscas de cada implante

(AO) (em porcentagem) .

3- Extensdo de tecido 6sseo em contato direto com a superficie do
implante (CD) (em porcentagem). Os resultados serdo obtidos

separadamente para a regiao cortical e medular( Fig. 4.1)
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CORTICAL

MEDULAR

CORTICAL

| Vermelho= Tecido Mineralizado (TM) |

| Azul= Tecido Ndo Mineralizado (TNM) |

Figura 4.1 — Esquema representando as areas que foram avaliadas
em cada corte histolégico

CD

IMPLANTE

AO

Figura 4.2 - Esquema representando os parametros histométricos avaliados
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histométrica, representando os parametros avaliados
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5 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo mostraram que, para o parametro
histométrico PTM na regido cortical, ambas as concentragbes de PTH (1-34)
utilizadas (Grupos 1 e 2) influenciaram de maneira positiva a densidade 6éssea,
quando comparados ao grupos Controle (Grupo 3) (p<0,05) (ANOVA / pés-teste
Bonferroni, a=5%). Ja para a regido de osso medular, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos (p>0,05). Médias representativas de cada grupo, seus
respectivos desvios padrao e os resultados da analise estatistica podem ser

observados na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Referente ao parametro PTM. Médias representativas de cada grupo, para cada uma das
regides, seguidas de seus respectivos desvios padrdao podem ser observadas. As letras
representam o resultado da analise estatistica e devem ser consideradas por colunas.
Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05 - ANOVA
/ pés-teste Bonferroni, a=5%).

PTM
Cortical Medular
Grupo 1 79,57+5,04 a 10,37+6,69 a
Grupo 2 75,98+7,90 a 12,17+7,10 a
Grupo 3 72,85+5,32 b 10,25+10,2 a
(p) <0,005 0,1994

Com relagdo a area Ossea no interior das rosca (AO), resultados
semelhantes foram observados para a regido cortical. O grupo alta dose (grupo 1) e
baixa dose (grupo 2) apresentaram resultados semelhantes e superiores
numericamente quando comparados ao grupo controle ( grupo 3). Estas diferencas
foram estatisticamente significa ( p<0,05), (ANOVA- pds teste de Bonferroni, a=5% ).
Para a regiao 6ssea medular também houve diferenga entre os grupos (p=0,0394) 1
e 2 em relagdo ao controle. Médias representativas de cada grupos, seus

respectivos desvios padrao podem ser observados na tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - Referente ao pardmetro AO. Médias representativas de cada grupo, para cada uma das
regioes, seguidas de seus respectivos desvios padrdo podem ser observadas. As letras
representam o resultado da analise estatistica e devem ser consideradas por colunas.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05 -
ANOVA / pés-teste Bonferroni, a=5%).

AO
Cortical Medular
Grupo 1 74,46+8,19 a 21,15+£10,7 a
Grupo 2 74,48+7,30 a 22,24+9,40 a
Grupo 3 62,52+7,11b 15,82+4,55 b
(p) < 0,0001 0,0394

O PTH (1-34) também influenciou de maneira positiva o parametro CD na
regido cortical, de maneira semelhante aos parametros descritos anteriormente.

Médias representativas de cada grupo, seus respectivos desvios padrdo e os
resultados da analise estatistica podem ser observados na tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Referente ao parametro CD. Médias representativas de cada grupo para cada uma das
regioes, seguidas de seus respectivos desvios padrao podem ser observadas. As letras
representam o resultado da analise estatistica e devem ser consideradas por colunas.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05 -
ANOVA / pés-teste Bonferroni, a=5%).

CD
Cortical Medular
Grupo 1 74 71+10,5 a 27,73+8,40 a
Grupo 2 73,65+9,85 a 28,43+8,35 a
Grupo 3 42 99+21,21b 23,42+7,87 a

(p) <0,0001 0,1699
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Figura 5.1 - A fotomicrografia apresentada acima ilustra o resultados obtidos na
avaliagao histométrica para o grupo 1 - Alta dose ( 40 ug/Kg )

Figura 5.2 - A fotomicrografia apresentada acima ilustra o resultados obtidos na
avaliagcdo histométrica para o grupo 2 - Baixa dose (2 ug/Kg)
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Figura 5.3 - A fotomicrografia apresentada acima ilustra o resultados obtidos na avaliagao
histométrica para o grupo 3 - Controle
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6 DISCUSSAO

O presente estudo testou a influéncia do PTH (1-34) sobre a reparagao 6ssea
ao redor de implantes de titanio, e adicionalmente avaliou se uma dose alternativa,
mais baixa que a investigada em estudos prévios, também exerceria algum efeito
nestes fendmenos biolégicos. Nossos resultados demonstraram um efeito
osteoanabdlico do PTH 1-34 para ambas as concentracdes em todos os parametros
histométricos investigados i.e. PTM, AO e AC. Além disso, um efeito semelhante foi
observado para as duas dosagens experimentais, ndo havendo diferenga
estatisticamente significante entre elas. Este resultado nos permite especular que
doses menores que as utilizadas usualmente nos estudos em ratos podem também
favorecer a formacgao 6ssea, e que isto pode ter uma implicacao clinica futura.

A maioria dos estudos que investigaram o PTH (1-34) para os implantes
odontoldgicos tiveram como foco principal avaliar seu efeito em animais com
alteragdes sistémicas, como osteoporose (Almagro et al., 2013), envelhecimento
(Mair et al., 2009), diabetes (Kuchler et al., 2011) e consumo de cigarros (Lima et al.,
2012). Ja o presente estudo demonstra que o PTH (1-34) administrado em doses
mais baixas que as sugeridas para o tratamento da osteoporose, pode beneficiar até
mesmo animais jovens € normo- reativos, o que amplia seu potencial terapéutico
para situacoes além dos eventos sistémicos que resultam em perda dssea. Nestes
estudos foram utilizadas doses de 10ug/Kg/dia, 60 ug/Kg trés vezes por semana e
40 ug/Kg/Trés vezes por semana €  por periodos que foram de 4 semanas a 20
semanas. Alguns estudos de carcinogénese em ratos (Tashjian; Goltzman, 2008)
testaram doses de 1.2 nmol/kg (5 ug/Kg), 7,2 nmol/Kg (30 ug/Kg)e 18.3 nmol/kg (75
Mg/kg) do peso corporal. Estes estudos administraram estas dosagens por um
periodo de 6, 20 e 24 meses e foram observadas efeitos colaterais com doses a
partir de 30 pg/kg por 20 meses ou mais , sendo que osteosarcoma foi a alteragao
mais comum, seguida pela hiperplasia osteoblastica focal, osteoblastoma, osteoma
e fibrosarcomas esqueletais sendo que, mesmo a menor dose utilizada, ainda é 3,4
vezes (Subbiah et al., 2010) maior que a dose utilizada no presente estudo.

Nosso estudo utilizou doses muito menores (2 ug/Kg), € mais préximas da
dose utilizada clinicamente em humanos aprovada pela FDA (20 ug/dia). O calculo

da dose de 2ug/Kg utilizada em nosso estudo tem como base o principio alométrico
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de transposicdo de doses que usa uma escala fisiolégica comparando animais de
varios tamanhos. Tendo como base o fato de que a eliminagdo de muitas drogas
seguem principios fisioldgicos compativeis com a escala alométrica, sabe-se que as
dosagens podem ser extrapoladas para diversos animais levando em conta a taxa
metabdlica de cada espécie (Schneider et al., 2004). Comparado aos trabalhos em
animais, os trabalhos em humanos utilizam doses menores que as acima
apresentadas e também menor que uma das doses utilizadas em nosso trabalho
(40pg/Kg), uma vez que a dose aprovada em humanos é de 20ug/dia, pelo periodo
de 2 anos nos EUA e 18 meses na comunidade européia. Entretanto, nosso estudo
sugere um periodo de administragdo muito menor que os observados em
tratamentos clinicos para a osteoporose. Mais estudos sao necessarios para
confirmar se ndo havera problema em humanos e se esse tipo de protocolo de
administracdo consegue beneficios clinicos em humanos, uma vez que para o
tratamento de osteoporose o tempo sugerido € maior.

Estudos anteriores seguiram outros protocolos e doses diversas. Mair et al.
(2009), utilizou um modelo animal com ratos, Wistar, ffmeas ndo ovarectomizadas
as quais receberem um implante de titanio em uma das tibias. Este animais foram
separados em 2 grupos de acordo com a idade dos animais. O grupo de animais
jovens continha ratos de 2 meses, ja 0 de animais idosos continha animais de oito
meses. O PTH (1-34) influenciou a proporgéao de tecido mineralizado em ambos os
grupos, entretanto, ndo influenciou o contato osso-implante, embora tendéncias
numeéricas possam ser observadas. Os resultados do presente estudo diferiram de
Mair et al. (2009) e mostraram uma diferenca estatisticamente significante para o
parametro CD (tradicionalmente denominado BIC- Bone implant contact). Outra
diferenca interessante entre os estudos foi que, ao contrario do nosso trabalho onde
a melhoria dos parametros foi observada principalmente para as corticais nos trés
parametros observados , Mair et al. (2009) encontraram diferenca estatisticamente
significante na regidao medular. Ao avaliar o estudo de Kuchler et al. (2011),
observamos que ha varias similaridades metodoldgicas entre seu estudo e o estudo
de Mair et al.(2009), entretanto, no trabalho de Kuchler et al. (2011) ndo houve
resposta ao PTH em animais diabéticos, ou seja, existem fatores que podem
interferir nos resultados. Estes fatores podem ser sistémicos como o diabetes, ou
ainda outros fatores que podem ajudar a explicar tais diferengas de resultados como

diferenca no desenho das espiras dos implantes, tratamento de superficie, idade dos
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animais e doses utilizadas. O conjunto das evidéncias nos sugere um efeito do PTH
(1-34) também em animais normo-reativos, entretanto, mais estudos séao
necessarios para estabelecer de maneira mais precisa a magnitude destes efeitos.

De acordo com Thomas (2006) a admnistracdo de PTH em ratos estimula a
formacdo de osso tanto no lado periosteal quanto endosteal, o que resulta em
aumento do didmetro da cortical. Este aumento no didmetro cortical esta associado
com melhorias marcantes nas propriedades biomecanicas. Este resultado vai de
encontro aos dados obtidos em nosso trabalho, onde o efeito do PTH (1-34) parece
ter sido mais forte na regido cortical, uma vez que diferengas estatisticamente
significantes foram observadas para todos os parametros histométricos avaliados
neste tipo de osso. Ja para a regido medular, apenas o parametro AO apresentou
diferengas estatisticamente significantes em favor dos grupos que receberam PTH.
Ressalta-se que neste trabalho, um grupo foi sacrificado em duas semanas apenas
e outro grupo foi sacrificado apés um més, como no nosso trabalho. Sato et al.
(2002), desenvolveu trabalho com ratos machos intactos e ratos fémea
ovarectomizadas com idade de 5 meses de idade. Nestes animais foram aplicadas
doses de 8 ug/Kg/dia e 40 ug/Kg/dia e comparou-se o tratamento por 6 meses com
o tratamento por 12 meses. Neste trabalho, concluiu-se que o tratamento por 6
meses traz resultados comparaveis ao tratamento por um ano. Estes resultados
reforcam uma possivel aplicabilidade clinica futura do PTH sintético (1-34)
relacionada os implantes, uma vez que o objetivo seria justamente a admnistragao
a curto prazo, para melhorar a cicatrizacdo 6éssea e osteointegracdo em pacientes
normais e também com comprometimentos sistémicos como pacientes que utilizam
inibidores de reabsorcao por exemplo.

Skripitz et al. (2005) realizou um esrtudo utilizando metodologia semelhante a
metodologia utilizada em nosso trabalho. Utilizou ratos Wistar machos e aplicagao
de doses intermitentes de 60 ug/Kg de peso corpéreo. Neste trabalho avaliou-se a
area de contato entre osso e implantes de barras de ago inox e entre implantes e
barras de cimento PMMA. Observou-se um aumento substancial na area de contato
com os implantes. Entretanto, € importante lembrar que os autores utilizaram uma
dose bem maior que a utilizada em nosso trabalho, o que pode aumentar o risco de
osteosarcoma.

Diversos estudos utilizaram a dose de 40 pg/Kg (Abe et al., 2007; Pettway et
al., 2008; Motyl et al., 2012; Takahata et al., 2012; Vasconcelos et al., 2013), em
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ratos o que nos forneceu subsidios para utilizar esta dose, assim como um estudo
de Barros et al. (2003), que em modelo experimental com ratos adultos normo-
reativos, demonstrou que 40 ug/Kg aplicado a cada dois dias tem efeito protetor
contra a perda 6ssea alveolar associada a periodontite, entretanto esta dose é muito
superior a dose aprovada pela FDA (20ug/Kg/dia).

Outros também avaliaram o efeito do PTH no tratamento da doenca
periodontal em ratos, Pereira Vasconcelos et al. (2013) avaliou a cicatrizagao
periodontal em modelo animal onde utilizou dose igual a utilizada em nosso trabalho
(40 pg/Kg). Neste trabalho foi criado um defeito no tecido periodontal (osso, cemento
e dentina) com utilizagdo de um cinzel para avaliar a cicatrizagdo do mesmo e
chegaram a conclusdo de que o PTH pode influenciar de maneira positiva a
cicatrizagdo periodontal. Em outro estudo realizado por Tokunaga et al. (2011),
avaliou-se a aplicagao intermitente de PTH 1-34 com o objetivo de recuperar a perda
O0ssea em ratos com periodontite induzida. Neste estudo, em um grupo de animais
foi aplicado localmente 1ug de PTH 1-34 e em outro foi aplicado 5ug. Concluiu-se
que a admnistracao topica de PTH 1-34 pode também a reverter a periodontite.

Bashutski realizou um ensaio clinico controlado, duplo cego, com 40
pacientes portadores de periodontite severa localizada ou generalizada que
passaram por cirurgia periodontal em um sextante. Estes pacientes receberam
entdo, 20 ug de PTH (1-34) ou placebo. Observou-se que a resolugao linear de
defeitos 6sseos, bem como, melhorias nos parametos clinicos foi maior no grupo
que utilizou inje¢des diarias de PTH (1-34) (20 ug/Kg) associada a calcio oral (1000
mgq) e vitamina D (800 Ul) por 6 semanas. Estes pacientes foram acompanhados por
1 ano e houve manutengao dos resultados ou seja, o efeito ndo ficou restrito ao
tempo de aplicagdo. Dessa forma, podemos sugerir que o PTH (1-34) pode ser
utilizado para otimizar o tratamentos com implantes e que mesmo em doses mais
baixas e por tempo menor pode interferir de maneira positiva para a qualidade de
vida dos pacientes. Além disso utilizando doses mais baixas podemos diminuir
substancialmente o risco de osteosarcoma, uma vez que 0 mesmo é dose e tempo
dependente. Estes dados vem de encontro ao nosso trabalho que visa a aplicagéo
apenas durante o tempo de tratamento com implantes e doses menores, visando
uma importante diminuigao dos efeitos colaterais.

Uma outra possibilidade clinica futura seria a utilizagcdo do PTH (1-34) no

tratamento das necroses maxilares por bifosfonatos, (Marx , 2003; Khosla et al.,
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2007; Ruggiero; Woo, 2008), assim, pacientes que fazem uso de inibidores de
reabsor¢cao também podem fazer uso deste tratamento ainda que temporario, para
evitar ou diminuir o risco de osteonecrose. Finalmente o fato de n&o haver
diferencgas significantes entre alta e baixa dose, torna-se importante como ja citado
acima devido a diminuicdo do risco de aparecimento de osteosarcoma uma vez que
em animais ja foi possivel observar osteosarcoma a partir de doses de 40 ug ao dia
sendo relatado que o aparecimento de osteosarcoma € dose dependente (Vahle et
al, 2002). Também ao alto custo do tratamento com o PTH, dessa forma se
conseguimos efeitos similares utilizando uma dose 20 vezes menor, seria muito
mais acessivel para o paciente fazer um tratamento utilizando o PTH, uma vez que
poderia custar muito menos do que os tratamentos feitos com as doses atualmente
utilizadas. Além disso, a observacao de um efeito importante mesmo em baixas
dosagens abre uma importante possibilidade para a utilizagdo clinica sem ou com

minimos efeitos colaterais.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitacdes inerentes a este tipo de estudo, o PTH 1-34 aplicado
em doses intermitentes, favoreceu a formacao é6ssea ao redor de implantes de
titdnio inseridos em tibias de ratos tanto em alta dose (40ug/Kg) quanto em baixa
dose (2ug/Kg), aumentando a calcificagdo destas areas em relagdo ao grupo
controle, entretanto também houve efeito significante para a regido medular na area

AO (dentro do limite das roscas).
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