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PALUDETTO, L. V. Sistemas inteligentes de liberagdo de biomoléculas inferindo
no reparo peri-implantar de ratas osteoporoticas. 2024. 73f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

RESUMO

A menopausa traz consigo diversas alteracdes metabolicas e predispde a mulher
a algumas doencas relacionadas a essa alteracdo do metabolismo, dentre elas, a
osteoporose. Dentre as possibilidades atuais de tratamento para tal condicao existem
os bisfosfonatos orais (farmacos anti-remodelacdo 6ssea), como o acido zoledrdnico.
Entretanto, a administracao sistémica de tais medicacoes esta relacionada a varios
efeitos adversos a longo prazo e, por esse motivo, faz-se necessario estudar
possibilidades locais para a melhoria do tecido 6sseo comprometido. A proposta deste
estudo foi avaliar e caracterizar o reparo 6sseo peri-implantar em ratas osteoporoticas
frente a utilizacdo de implantes funcionalizados com algumas combinacfes de
farmacos que possuirdo efeitos locais sobre o processo de reparo. Para tal,
primeiramente foi realizada a funcionalizacdo dos implantes de titanio com acido
zoledrdnico, acido zoledrénico + teriparatida ou acido zoledrénico + ruterpy pela
técnica de Dip-coating e, posteriormente, com o0 objetivo de caracterizar o impacto de
tais superficies sobre o reparo peri-implantar, os procedimentos in vivo foram
efetuados. Assim, 44 ratas foram divididas em 4 grupos conforme o tipo de tratamento
de superficie dos implantes a serem instalados em suas metéfises tibiais: CONV
(implantes sem funcionalizacdo de superficie), ZOL (implantes funcionalizados com
acido zoledrénico pela técnica de Dip-coating), ZOL + TERI (implantes funcionalizados
com acido zoledrbnico + teriparatida pela técnica de Dip-coating) e ZOL + TERPY
(implantes funcionalizados com acido zoledrénico + ruterpy pela técnica de Dip-
coating). Os grupos foram submetidos a cirurgia de ovariectomia bilateral e tiveram os
implantes instalados apdés 3 meses da mesma, de modo a inducdo da osteoporose.
Cada animal recebeu dois implantes, sendo um em cada metéfise tibial,
bilateralmente. A eutanasia ocorreu 28 dias apés a instalacdo dos implantes. Foram
realizadas as analises de microtomografia tridimensional (Micro-CT) e histolégica
gualitativa. Os dados foram submetidos ao teste de homocedasticidade seguido do
teste Anova One-Way e do pés-teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

Houve diferenca estatistica significante entre o grupo OVX CONV e os grupos OVX



ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY nos parametros de volume 4sseo
(BV.TV), numero de trabéculas ésseas (Th.N), separacdo entre as trabéculas 6sseas
(Th.S), porosidade total do tecido 6ésseo (Po.tot) e interface de contato entre osso e
implante (1.S); entre os grupos OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY, por
outro lado, ndo houve diferenca estatistica em nenhum dos parametros analisados,
entretanto resultados ligeiramente melhores foram encontrados no grupo OVX ZOL +
TERI. Histologicamente os grupos OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY
demonstraram maior neoformacao de tecido 6sseo na regido peri-implantar quando
comparados aos grupos OVX CONV e OVX ZOL, também com melhores resultados
para OVX ZOL + TERI. Portanto, todos os grupos com funcionalizacdo de superficie
obtiveram desempenho superior ao grupo controle, com provaveis melhores
resultados para OVX ZOL + TERI. Porém, sao necessarias mais analises para
confirmacao de tal achado e investigacéo da consolidacdo da formacéo 0ssea a longo

prazo.

Palavras-chave: Osteoporose. Implantes Dentarios. Teriparatida. Acido Zoledrénico.

Ruterpy.
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PALUDETTO, L. V. Smart delivery of biomolecules interfering with peri-implant
repair in osteoporotic rats. 2024. 73f. Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2024.
ABSTRACT

Menopause brings with it several metabolic changes and predisposes women to some
diseases related to this change in metabolism, including osteoporosis. Among the
current treatment possibilities for this condition are oral bisphosphonates (anti-bone
remodeling drugs), such as zoledronic acid. However, the systemic administration of
such medications is related to several long-term adverse effects and, because of it, it
is necessary to study local possibilities for improving compromised bone tissue. The
purpose of this study was to evaluate and characterize peri-implant bone repair in
osteoporotic rats using implants functionalized with some combinations of drugs that
will have local effects on the repair process. Therefore, titanium implants were
functionalized with zoledronic acid, zoledronic acid + teriparatide or zoledronic acid +
ruterpy using the Dip-coating technique and, subsequently, with the aim of
characterizing the impact of such surfaces on peri-operative repair implant, in vivo
procedures were performed. Thus, 44 rats were divided into 4 groups according to the
type of surface treatment of the implants to be installed in their tibial metaphyses:
CONV (implants without surface functionalization), ZOL (implants functionalized with
zoledronic acid using the Dip-coating technique), ZOL + TERI (implants functionalized
with zoledronic acid + teriparatide using the Dip-coating technique) and ZOL + TERPY
(implants functionalized with zoledronic acid + ruterpy using the Dip-coating
technique). The groups underwent bilateral ovariectomy surgery and had the implants
installed after 3 months, in order to induce osteoporosis. Each animal received two
implants, one in each tibial metaphysis, bilaterally. Euthanasia occurred 28 days after
implant installation. Three-dimensional microtomography (Micro-CT) and qualitative
histological analyzes were performed. The data were subjected to the
homoscedasticity test followed by the One-Way Anova test and the Tukey post-test
with a significance level of 5%. There was a statistically significant difference between
the OVX CONV group and the OVX ZOL, OVX ZOL + TERI and OVX ZOL + TERPY
groups in bone volume settings (BV.TV), number of bone trabeculae (Th.N), separation
between bone trabeculae (Tbh.S), total porosity of the bone tissue (Po.tot) and contact
interface between bone and implant (1.S); Between the OVX ZOL, OVX ZOL + TERI



and OVX ZOL + TERPY groups, on the other hand, there was no statistical difference
in any of the analyzed parameters, however particularly better results were found in
the OVX ZOL + TERI group. Histologically, the OVX ZOL + TERI and OVX ZOL +
TERPY groups demonstrated greater neoformation of bone tissue in the peri-implant
region when compared to the OVX CONV and OVX ZOL groups, also with better
results for OVX ZOL + TERI. Therefore, all groups with surface functionalization
performed better than the control group, with better results likely for OVX ZOL + TERI.
However, further analyzes are needed to confirm this finding and investigate the

consolidation of bone formation in the long term.

Keywords: Osteoporosis. Dental Implants. Teriparatide. Zoledronic Acid. Ruterpy.
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1 INTRODUCAO

Devido a incessante evolucédo tecnologica no campo da medicina e da saude e
a expansdo do acesso ao saneamento basico, principalmente em paises
desenvolvidos eem desenvolvimento, é possivel notar uma tendéncia ao aumento da
expectativa de vidada populacdo. Um estudo recente que analisou 35 paises
industrializados concluiu que, em todo eles, ha uma grande probabilidade de que seus

cidadaos vivam mais em 2030 do que em 2020 (1).

Entretanto, uma maior longevidade também traz algumas consequéncias, como,
por exemplo, o0 aumento da prevaléncia de doencas metabdlicas. A osteoporose,
doenca 0ssea metabolica caracterizada por um aumento da suscepbilidade a fraturas
devido a fragilidade, diminuicdo da massa 0ssea e deterioracdo da microarquitetura
do tecido 0sseo (2) é uma condicao intimamente relacionada com o processo de
envelhecimento, visto que, com a chegada da menopausa e andropausa, ha uma
diminuicdo intensa da producédo de hormonios sexuais, dentre eles o estrogénio (nas
mulheres), importante inibidor da reabsorcao 6éssea por regular diretamente a inibicao

de osteoclastos e proliferacdo de osteoblastos (3,4).

Uma maior longevidade populacional também acarreta em uma maior procura
por tratamentos reabilitadores, e, dentre eles, pelas reabilitacdes com implantes
osseointegraveis. Com altissima taxa de sucesso (5), os implantes dentarios séo
considerados atualmente a alternativa “padrao ouro” para a reabilitacdo de pacientes
parcialmente ou totalmente desdentados, permitindo excelente eficiéncia mastigatoéria
e forca de mordida (6,7). Porém, o sucesso do processo de osseointegracado, definido
como o contato direto entre osso e implante quando submetido a carga funcional em
nivel de microscopia Optica (8), € muito dependente das condi¢cdes organicas do
individuo e, consequentemente, de seu tecido 6sseo. A osteoporose, nesse cenario,
prejudicaria tal processo. De acordo com alguns autores, 0sso de pacientes
osteoporéticos se assemelharia a um 0sso tipo IV (no qual ha a presenca de grande
guantidade de osso medular de baixa qualidade circundada por uma fina camada de
0sso cortical), e por esse motivo, a instalacdo de implantes osseointegraveis nesse
grupo de pacientes seria contra-indicada (9). Apesar de algumas revisbes
sistematicas que abordam o tema osseointegracdo na presenca de osteoporose

concluirem que ndo ha contraindicacdo para este tipo de tratamento nesses pacientes
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e também que ndo ha diferenca estatistica com relacéo a taxa de sobrevida desses
implantes quando comparada a do grupo sem osteoporose (10,11), ainda ndo ha
consenso na literatura acerca desse tema, visto que alguns estudos mostraram
prejuizo na estabilidade dos implantes a longo prazo, com maior perda 6ssea marginal
ao redor destes (12), maior taxa de falha dos mesmos (13) e, em um estudo animal,
foi encontrada menor expressdo de ECM (matriz extracelular) no grupo osteoporotico,
0 que, segundo os autores, poderia comprometer a estabilidade biomecéanica a logo

prazo (14).

O tratamento considerado atualmente como “padrao ouro” para a osteoporose
envolve o uso de bisfosfonatos sistémicos, agentes anti-reabsortivos 6sseos que
estimulam a apoptose dos osteoclastos, retardando, assim, a reabsor¢cdo 0ssea e
consequentemente seu turnover (15). Embora apresentem efeitos muito desejaveis
no tecido 0sseo, diminuindo a incidéncia de fraturas patologicas e a perda de massa
0ssea, tal classe de medicamentos pode levar a diversos efeitos colateraisindesejaveis
em diversos sistemas corporais, como no gastrointestinal, urinario, imunolégico e
ocular, além de toxidermia, toxicidade ao sistema nervoso central (16) e osteonecrose
dos maxilares. Visto isso, diversos 6rgaos e associacdes médicas competentes, como
a IOF (International Osteoporosis Foundation), ja discutem o real custo x beneficio da

utilizacao de tais farmacos.

Tendo em vista, entdo, um possivel cenario futuro no qual pacientes
osteopordéticos com necessidade de realizacdo de implantes osseointegraveis para
reabilitacéo oral e ndo usuarios de bisfosfonatos sistémicos existam, é imperativo que
se investigue outras alternativas para promover o0 sucesso dos implantes
osseointegraveis, como, por exemplo, alternativas locais de melhoria do tecido 6sseo

através de estudos pré-clincos em modelos animais.

Nesse contexto, a funcionalizacdo da superficie de implantes osseointegraveis
com moléculas bioativas, de forma a promover um “drug delivery” a partir de
“coatings”’pela técnica de Dip-coating para possam melhorar o reparo 0sseo peri-
implantar frente a interferéncias sistémicas parece ser uma excelente linha de
pesquisa, inclusive jA executada por nosso grupo. Tal medotologia tem o intuito de

desencadear respostas celulares locais que favorecam o reparo peri-implantar.

Dentre algumas opc¢des de moléculas bioativas j& testadas em modelos animais
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pelo nosso laboratoério existem a teriparatida (PTH 1-34) e a ruterpy. A teriparatida
(PTH 1-34), um anélogo do paratormdnio, € uma substancia anabdlica 6ssea que,
guando utilizada de forma intermitente, atua por meio da estimulacdo dos
osteoblastos, promovendo uma maior formacao 6ssea. Aprovada para uso pela FDA
(Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, comercialmente € encontrada
com o nome de Forteo®, sendo geralmente administrada de maneira sistémica em
conjunto com os bisfosfonatos para tratamento da osteoporose (17). Alguns trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa ja utilizaram a teriparatida na superficie de
implantes e obtiveram resultados interessantes no quesito reparo peri-implantar
(processo 18/03114-0).

Aruterpy (Ru(terpy)(bdq)NO]3+), umfarmaco sintetizado pela FCFRP (Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP), € um complexo de ruténio que
atua como doador de o6xido nitrico. A importancia do Oxido nitrico, naturalmente
produzido no corpo humano pelas células endoteliais, no reparo 0sseo, esta
fundamentada em seu papel perante a vasodilatacéo e angiogénese, visto que possui
influéncia direta na producdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
também na inibicdo da apoptose de células endoteliais. Dessa maneira, por ser
doadora de 6xido nitrico, a ruterpy possibilita 0 aumento da producao desse mediador.
Assim como a teriparatida, tal substancia também ja foi alvo de estudo por nosso
grupo, mostrando ser benéfica para a osseointegracdo. Os resultados dos trabalhos
gue utilizaram a teriparatida e a ruterpy, inclusive, possibilitaram a deposicao de
patentes (BR 10 2021 019548 7) e (BR 10 2021 025891 8).

Ja o acido zoledrbnico, anti-reabsortivo pertencente a classe de bisfosfonatos
nitrogenados (altamente potentes) com atuacdo apenas no tecido 6sseo, € um dos
mais potentes inibidores da reabsorcédo 6ssea mediada por osteoclastos conhecidos
atualmente, sendo um dos agentes mais eficazes para controle da osteoporose (18).
Embora ainda ndo estudado por nosso grupo de pesquisa, sua alta capacidade de
inibicAo da reabsorcdo Ossea desperta questionamentos acerca de sua possivel
efetividade se utilizado ao redor de implantes pela técnica de Dip-coating. Além disso,
diversos estudos na literatura ja o utilizaram isoladamente ao redor de implantes em
modelos de ratas saudaveis, com osteoporose e com deficiéncia de estrdgeno,

obtendo resultados interessantes (19-25).

Assim, a ideia de utilizar tais moléculas bioativas de maneira local, ao redor de
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implantes, pela técnica de Dip-coating, com o intuito de estudar sua a¢do no reparo
0sseo peri-implantar frente & osteoporose, parece ser de grande valia, ja que sua acao
guando utilizadas de maneira sistémica é benéfica para tal condi¢cdo. Entretanto,
nenhum estudo disponivel na literatura utilizou mais de uma biomolécula ao redor de
implantes pela técnica de Dip-coating. Por esse motivo, a proposta deste estudo é
avaliar tais substéncias acima (teriparatida, ruterpy e &cido zoledrénico) agindo
conjuntamente e de maneira sinérgica no 0sso peri-implantar através de sua
agregacao na superficie de implantes pela técnica de Dip-coating. Tais implantes
podem ser chamados de “sistemas inteligentes de liberagcdo de biomoléculas” pois a
liberacdo das substancias agregadas a eles sera inteligente, de maneira que
primariamente um farmaco anti-reabsortivo esteja presente no tecido 6sseo, inibindo
sua reabsorcédo, e posteriormente um farmaco osteoformador ou liberador de 6xido
nitrico seja disponibilizado, agindo na formacdo O0ssea ou na vasodilatacdo. Vale
destacar que ambas as respostas sdo de grande valia para favorecer as etapas
celulares que ocorrem durante o processo de reparo 6sseo. Assim, sera possivel
observar se essas novas superficies de implantes podem promover acodes
aprimoradas ou melhoradas as que ja sédo obtidas pelas superficies convencionais,
umavez que as biomoléculas incorporadas de forma associada poderéo ter efeitos
sinérgicos sobre o reparo peri-implantar pela sua liberacdo ordenada neste leito

0sseo.
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Conclusio



6 CONCLUSAO

Portanto, todos o0s grupos com funcionalizacdo de superficie obtiveram
desempenho superior ao grupo controle, com provaveis melhores resultados para
OVX ZOL + TERI. Porém, sdo necesséarias mais analises para confirmacéo de tal

achado e investigacao da consolidacéo da formacédo 6ssea a longo prazo.
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