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RESUMO
OLIVEIRA-FILHO, O.N. Rubus coreanus na funcionalizacao da superficie de
implantes: impacto sobre o reparo periimplantar de ratas com deficiéncia de
estréogeno. 2024. Trabalho de Conclusédo de Curso - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2024.

O objetivo desse estudo € investigar a ag&o local do Rubus coreanus (RC)
através da funcionalizacdo da superficie de implantes instalados em tibias de ratas
com deficiéncia de estrogeno. Foram utilizadas 64 ratas Wistar. Os grupos
experimentais foram SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400, OVX
CONV, OVX DMSO, OVX RC200 e OVX RC400 sendo que os animais OVX foram
submetidos a ovariectomia bilateral, enquanto os animais SHAM foram submetidos a
cirurgia ficticia. Passados 30 dias, todos animais foram submetidos a cirurgia de
instalagdo dos implantes nas metafises proximais das tibias. Os grupos CONV
receberam implantes com a superficie convencional vinda de fabrica; os grupos
DMSO tiveram as superficies tratadas com DMSO, os grupos RC200 receberam
implantes funcionalizados com 200ug de RC diluidos em 100mlI DMSO, e os grupos
RC400 receberam implantes funcionalizados com 400ug de RC diluidos em 100ml de
DMSO. A eutanasia dos animais ocorreu 28 dias apos a instalagédo dos implantes e
as tibias foram destinadas para as analises de PCR em tempo real (expressao dos
genes para ALP, OCN e TRAP); microtomografia computadorizada para avaliagéo
morfométrica do osso formado ao redor dos implantes; imunoistoquimica com o
objetivo de detectar a presencga das proteinas OCN e TRAP no tecido reparacional; e
microscopia eletronica para avaliagdo do reparo 6sseo em escala nanométrica. Os
dados quantitativos foram submetidos ao teste de homocedasticidade para a selegao
do teste estatistico apropriado (paramétrico ou ndo parameétrico), com nivel de
significancia de 5%. A avaliagdo conjunta dos resultados indica que a funcionalizag&o
com RC, em especial o RC200, promove importantes respostas reparacionais sobre

o reparo periimplantar tanto em animais SHAM como animais osteopénicos.

Palavras-chave: osteogénese, osteoporose, osseointegracéo.



ABSTRACT
OLIVEIRA-FILHO, O.N. Rubus coreanus in the functionalization of the implant
surface: impact on peri-implant repair of rats with estrogen deficiency.
Undergraduate thesis - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2024.

The objective of this study is to investigate the local action of Rubus
coreanus (RC) through the functionalization of the surface of implants installed in the
tibias of rats with estrogen deficiency. 64 Wistar rats were used. The experimental
groups were SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400, OVX CONV,
OVX DMSO, OVX RC200 and OVX RC400. The OVX animals underwent bilateral
ovariectomy, while the SHAM animals underwent sham surgery. After 30 days, all
animals underwent surgery to install implants in the proximal metaphyses of the tibia.
The CONV groups received implants with a conventional factory surface; the DMSO
groups had their surfaces treated with DMSO, the RC200 groups received implants
functionalized with 200ug of RC diluted in 100ml DMSO, and the RC400 groups
received implants functionalized with 400ug of RC diluted in 100ml of DMSO. The
animals were euthanized 28 days after implant installation and the tibias were used for
real-time PCR analysis (gene expression for ALP, OCN and TRAP); microcomputed
tomography for morphometric evaluation of the bone formed around the implants;
immunohistochemistry with the aim of detecting the presence of OCN and TRAP
proteins in the reparative tissue; and electron microscopy to evaluate bone repair on a
nanometric scale. Quantitative data were subjected parametric or non-parametric),
with a significance level of 5%. The joint evaluation of the results indicates that
functionalization with RC, especially RC200, promotes important reparative responses

on peri-implant repair in both SHAM and osteopenic animals.

Keywords: osteogenesis, osteoporosis, osseointegration.
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1 INTRODUGAO

A osteoporose € uma doenca sistémica multifatorial e cronica, afeta
principalmente mulheres no periodo pés-menopausa majoritariamente por causa de
seus niveis reduzidos de estrogeno circulante. Essa desordem metabdlica acarreta
uma deterioracdo da microarquitetura 6ssea e concomitantemente aumenta a
fragilidade e susceptibilidade a fraturas dos ossos longos’?. Com o aumento da
expectativa de vida, doencas ésseas como a osteoporose e a osteopenia tendem a
duplicar até 2040 em relagdo ao ano de 20103. Além do mais, tais pacientes procuram
cada vez mais por tratamentos orais reabilitadores como a instalacdo de implantes
dentarios visando melhorar sua mastigagédo, fonagdo e estética. Porém, tem sido
reportado na literatura que alteragdes sistémicas, como a osteoporose, propiciam um
prejuizo para a osseointegragao, pois causam um atraso no processo de reparo 0sseo
ao redor das espiras dos implantes. Em decorréncia do atraso na cronologia do reparo
O0sseo periimplantar, agravos podem suceder o procedimento, prejudicando a
estabilidade dos implantes e sucesso do tratamento reabilitador’.

As terapias farmacoldgicas destinadas ao tratamento da osteoporose
podem ser categorizadas em dois grupos distintos: os agentes antirreabsortivos, os
quais atuam na reduc¢ao ou inibigdo do processo de reabsorgédo 0ssea, e 0s agentes
anabolicos, que promovem a estimulagdo da formagédo 6ssea. Dentre os farmacos
antirreabsortivos, destacam-se os Bisfosfonatos, o Denosumab, os Moduladores
Seletivos dos Receptores de Estrogénio (SERMs) e a Calcitonina. Por sua vez, os
farmacos anabdlicos compreendem principalmente a Teriparatida (PTH 1-34) e o
Romosozumabe, um inibidor especifico da esclerostina, este ultimo recentemente
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)3. Apesar dos diversos farmacos
disponiveis no mercado, a primeira linha de escolha terapéutica para a osteoporose
geralmente tem sido os antirreabsortivos, em especial a classe dos Bisfosfonatos, pois
possuem uma taxa antirreabsortiva muito favoravel®.

Entretanto tais medicamentos sintéticos podem induzir efeitos colaterais
indesejaveis, especialmente os Bisfosfonatos, que inclusive causam certo receio na
area odontologica, por propiciarem a ocorréncia de osteonecrose dos maxilares®’. Em

busca de alternativas para essas drogas, estudos buscam por terapias naturais que
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sejam eficazes, mas que possuam menos efeitos colaterais. Substancias essas como
os fitoestrégenos e o Rubus Coreanus (RC)2'2,

Uma alternativa terapéutica natural que vem sendo investigada na literatura
é o extrato do RC pelo fato de possuir efeitos estrogénicos no tecido dsseo'!, um
estudo de Valencia-Llano et al.’> mostra o efeito benéfico do extrato de amora em um
defeito de tamanho critico, que pode ser estimulado pela antocianina cianidina-3-
rutinosideo, presente no RC. Além de possuir efeito anti-inflamatério, antiviral, anti-
carcinogénese e antioxidante'?, o RC exerce efeito positivo no tecido 6sseo pois induz
a diferenciacédo de osteoblastos e apoptose de osteoclastos, aumenta a atividade da
fosfatase alcalina (ALP), secre¢ao de osteocalcina (OCN) e colageno, o que sugere
que a atuacédo do RC proporcione o equilibrio do processo de remodelagao éssea,
resultando em um tecido 6sseo saudavel e com respostas fisiolégicas adequadas, o
gue nao ocorre com o uso dos Bisfosfonatos. Portanto, a literatura indica que o RC é
capaz de prevenir doengas como a osteoporose, e atuar de forma terapéutica no
reparo 0sseo.%1?

A funcionalizag&o da superficie dos implantes € um método que vem sendo
estudado com o objetivo de proporcionar a distribuigdo de moléculas de forma local
no tecido reparacional periimplantar, minimizando assim os efeitos colaterais advindos
de administracdes sistémicas. Ha diversas maneiras de modificar a superficie do
implante dentre elas o jateamento, o ataque acido, a anodizagao, dip-coatings, a
técnica layer-by-layer. Os “coatings” podem funcionar como perfeitos transportadores
para proteinas osteoindutoras, fatores de crescimento e farmacos com atuacéo local
no tecido O6sseo aprimorando as propriedades biolégicas e mecanicas
periimplantares'3-1°.

Portanto, visto que a implantodontia enfrenta um impasse que ainda tende
a aumentar no futuro quando se trata de reparo ésseo periimplantar em condi¢des de
deficiéncia de estrogeno, almejamos nesse trabalho avaliar as respostas
reparacionais in vivo perante a administracido local do RC através da funcionalizagéo
da superficie dos implantes em modelos experimentais de ratas saudaveis e
deficientes em estrégeno, para assim verificar o efeito local preventivo e terapéutico

da substancia.
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2 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o processo de reparo 6sseo
periimplantar perante a administracido local de Rubus coreanus, em diferentes
concentracdes, através da funcionalizagao da superficie dos implantes instalados em

ratas ovariectomizadas ou saudaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 12 ETAPA - FUNCIONALIZAGAO DA SUPERFICIE DOS
IMPLANTES

Os implantes foram funcionalizados utilizando a técnica de incorporagao
Dip-coating, que consiste no processo de imerséo dos implantes em uma solugéo a
fim de formar camadas ao redor dos implantes. As solugcdes utilizadas para a
funcionalizagdo dos implantes foram Dimetilsulfoxido (DMSO), 200ug de Rubus
coreanus diluidos em 100ml de DMSO (RC200), e 400ug de Rubus coreanus diluidos
em 100ml de DMSO (RC400), a dosagem escolhida seguiu um estudo ja publicado
por Lee et al.’®

Implantes de titanio puro, grau IV, baseados no conceito de duplo ataque
acido (Titaniumfix, Brasil) foram expostos a luz UV-C por 15 minutos a fim de promover
microrrugosidades em suas respectivas superficies. Em seguida, os implantes
permaneceram em temperatura ambiente para que cada camada pudesse secar
completamente. As cinco imersdes foram realizadas com o intervalo necessario entre
elas para que as superficies secassem completa e naturalmente. Concluidas as 5
camadas, os implantes foram devidamente armazenados em microtubos.

Devido ao fato de o DMSO ser uma substancia aprética e polar, muitos
estudos na literatura o empregam como solvente. O DMSO tem uma taxa de
toxicidade relativamente baixa e seu uso tem crescido no campo bioldgico,
especialmente apds a aprovagédo da Food and Drug Administration (FDA). Estudos
demonstraram que o DMSO pode influenciar na diferenciagdo e fungao das células
Osseas?%-23, desta forma, os grupos SHAM DMSO e OVX DMSO atuam como controle
positivo.

Ambas as concentragdes de RC, assim como o DMSO, foram avaliadas no
laboratorio da profa. Luana Marota Reis de Vasconcelos, no ICT/UNESP, através da
funcionalizagédo de discos de titanio. Os resultados indicam que as substancias nao
comprometem a viabilidade celular e mantém as suas caracteristicas funcionais.

Também foram realizados testes fisicos e quimicos, sobre a
funcionalizagédo da superficie dos implantes, no Laboratério de Materiais Avangados
da UNESP de Bauru, coordenado pelo Prof. Paulo Noronha Lisboa-Filho. Os estudos

estdo em processo de publicagao
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3.2 22 ETAPA - EXPERIMENTOS IN VIVO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia, Aragatuba,
Brasil (processo 2020-410). A pesquisa com animais foi conduzida de acordo com as
diretrizes da Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE), bem como
seguindo o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério fornecido pelo
National Institutes of Health (Institute of Laboratory Animal Resources) [EUA])?4.

O numero amostral para cada grupo foi determinado usando o power test
através do website http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.htm (OpenEpi,
Versdo 3, calculadora de coddigo aberto), baseado em resultados prévios ja
publicados?®. As médias utilizadas para o calculo foram 3,06 e 4,898 e os desvios
padrées foram 0,26 e 0,024, com nivel de significancia de 5% e poder de 95% em um
teste de hipotese unicaudal.

Foram utilizadas 64 ratas (Rattus norvegicus albinus, Wistar) com quatro
meses de idade e peso corporal variando de 250 a 300 gramas. Os animais foram
mantidos em gaiolas com temperatura ambiente de 22°C, em ciclo de 12h claro/12h
escuro, e receberam dieta balanceada (NUVILAB, 1,4% Ca e 0,8% P) e agua ad
libitum. As ratas foram selecionadas para o experimento apds confirmagao do ciclo
estral regular?®. Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos
experimentais, contendo 8 animais por grupo, de acordo com a condi¢do de
deficiéncia de estrogénio e funcionalizagdo da superficie do implante: SHAM CONV
(n=8); SHAM DMSO (n=8); SHAM RC200 (n=8); SHAM RC400 (n=8); OVX CONV
(n=8); OVX DMSO (n=8); OVX RC200 (n=8); e OVX RC400 (n=8) (Tabela 1).

Tabela 1- Grupos experimentais.

SHAM CONV Cirurgia ficticia + implante convencional
SHAM DMSO Cirurgia ficticia + implante funcionalizado com DMSO
SHAM RC200 Cirurgia ficticia + implante funcionalizado com RC200
SHAM RC400 Cirurgia ficticia + implante funcionalizado com RC400
OVX CONV Ovariectomia + implante convencional

OVX DMSO Ovariectomia + implante funcionalizado com DMSO
OVX RC200 Ovariectomia + implante funcionalizado com RC200
OVX RC400 Ovariectomia + implante funcionalizado com RC400

Fonte: Autor, 2024.
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3.2.1 OVARIECTOMIA

Os animais ficaram em jejum durante oito horas prévias ao procedimento
de ovariectomia, foram anestesiados com cloridrato de xilazina (Xylazine - Coopers,
Brasil, Ltda.) e cloridrato de cetamina (Cloridrato de Cetamina Injetavel, Fort Dodge,
Animal Health Ltd.) e imobilizados em mesa cirurgica em decubito lateral. Para acesso
a cavidade abdominal foi realizada incisdo de 1cm nos flancos, divulsdo do tecido
subcuténeo por planos e em seguida do peritonio. Os ovarios e cornos uterinos foram
localizados e posteriormente laqueados com fio Polyglactin 910 4.0 (Vicryltm —
Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Em seguida, os ovarios
foram retirados e realizada a sutura em planos com Polyglactin 910 4.0 (Vicryltm —
Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). As ratas do grupo SHAM
foram submetidas ao mesmo procedimento, porém foi realizada apenas a exposi¢cao
cirargica dos cornos uterinos e dos ovarios, sem sua respectiva ligadura e remocgéo,
para submeté-las ao mesmo estresse cirurgico das ovariectomizadas. Como medida
profilatica apds a cirurgia, 0,2ml de antibidtico veterinario (Penicilina com
Estreptomicina 1.200.000 Ul) foram injetados por via intramuscular em todos os
animais. Os ratos foram submetidos a avaliagao diaria do ciclo estral para confirmar a

eficacia do procedimento?®.

3.2.2 CIRURGIA PARA INSTALAGAO DOS IMPLANTES

Decorridos 30 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral os animais foram
submetidos a cirurgia de instalacdo dos implantes. Os animais foram mantidos em
jejum durante oito horas prévias ao procedimento cirurgico, sedados pela combinag¢ao
de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séo Paulo, Brasil), além disso, receberam
cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franga) como anestesia local e para hemostasia do campo operatorio.

Apos a sedacéo foi realizada a tricotomia na por¢ao medial da tibia direita
e esquerda, e antissepsia da regido a ser incisada com Polivinilpirrolidona lodo Tépico
(PVPI 10%, Riodeine Tépico, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto). Com uma lamina
numero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o) foi realizada uma incis&o linear de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metafise proximal da tibia

esquerda e direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e
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afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo o 0sso para a
instalagao do implante.

Foram instalados implantes de titdnio comercialmente puro grau IV
baseado no conceito de duplo ataque acido (Titaniumfix, Brasil), com didmetro de
2,2mm e altura de 4mm, esterilizados por raios gama, submetidos ou ndo a
funcionalizagdo das superficies com o DMSO ou RC. Para tanto, a fresagem foi
realizada com fresa espiral de 0,9 mm de didmetro montada em motor elétrico (BLM
600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigagdo com
solugdo isotdnica de cloreto de sédio a 0,9% (Fisiologico®, Laboratérios Biosintética
Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com redugao 20:1 (Pega angular
3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach,
Germany) e profundidade de 2,0mm, com travamento e estabilidade inicial.

Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada metafise proximal da
tibia. Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil)
com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano
mais externo.

No pos-operatorio imediato cada animal recebeu dose unica intramuscular
de 0,2ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos durante todo

0 experimento com ragao e agua ad libitum.

3.2.3 EUTANASIA

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias a eutanasia
e sedados pela combinacdo de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort
Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brasil) e
receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franga) como anestesia local e para hemostasia do campo
operatério. Apds a sedacéo foi realizada a tricotomia na por¢ado medial da tibia direita
e esquerda, e antissepsia da regido a ser incisada com Polivinilpirrolidona lodo Tépico
(PVPI 10%, Riodeine Tépico, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto). Com uma lamina
numero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o) foi realizada uma incis&o linear de
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aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metafise tibial esquerda e
direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o
auxilio de descoladores de peridsteo, expondo o implante. Os implantes presentes
nas tibias do lado direito foram removidos e imediatamente o tecido 6sseo em contato
com as espiras dos implantes foi coletado para realizagédo analise de PCR tempo real,
com o intuito de avaliar a expresséao relativa de genes envolvidos no reparo 6sseo
periimplantar. As tibias do lado contralateral foram fixadas em formalina tamponada a
10% (Reagentes Analiticos®, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP,
Brasil) por 48 horas, seguida de lavagem em agua corrente por 24 horas. Foram
posteriormente destinadas ao escaneamento através do microtomografo
computadorizado (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) e apos o
armazenamento das imagens reconstituidas e o processamento pelos softwares para
avaliacdo morfométrica do tecido O6sseo reparacional, parte das amostras foram
destinadas ao processamento laboratorial para a realizacdo da analise
imunoistoquimica e a outra parte seguiu para o processamento laboratorial para
inclusdo em resina e analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM),
Microscopia de Feixe de ions Focados (FIB) e Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM) para avaliagao da ultraestrutura éssea.

Figura 1- Desenho experimental relacionado a linha do tempo dos procedimentos
executados.

Dia 0 Dia 30 Dia 58
Ovariectomia ou Instalagao dos Eutanasia
cirurgia ficticia implantes

Avaliagao perimplantar 28 dias apos a
instalagao dos implantes

Fonte: Autor, 2024.
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3.3 ANALISES

3.3.1 RT-PCR

A analise de PCR foi conduzida para investigar a expresséo de genes
associados ao processo de reparo periimplantar. Fora utilizadas placas de PCR
previamente projetadas pela fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
para amplificar genes relacionados a formagdo &ssea e mineralizacdo. Cada
fragmento Osseo contendo osso reparacional foi lavado com solugdo salina
tamponada e congelado em nitrogénio liquido para extrair o RNA total usando Trizol
(Life Technologies: Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apos avaliagdo da integridade,
pureza e concentracdo do RNA, realizamos a transcri¢do reversa do cDNA utilizando
1ug de RNA e a enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega Corporation, Madison,
WI, EUA). O cDNA obtido foi entdo aplicado em placas de PCR com Tagman Fast
Advanced Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para detectar genes
relacionados ao reparo 6sseo. A PCR em tempo real foi realizada no sistema Step
One Plus (Applied Biosystems) seguindo um protocolo padrdo de ciclos de
temperatura®’. A expressdo génica relativa foi determinada utilizando a expressao do
gene da proteina ribossomal mitocondrial como referéncia e normalizada pela
expressdo génica de fragmentos Osseos em reparo em diferentes condigdes
experimentais (método AACT). O experimento foi replicado em quadruplicata. Os
genes analisados incluiram Fosfatase Alcalina (ALP), Osteocalcina (OCN) e Fosfatase
Acida Resistente ao Tartarato (TRAP), com Beta-actina (B2-Microglobulina, B2M)

como controle constitutivo.

3.3.2 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (MICRO-CT)

As tibias do lado contralateral ao lado em que foi realizado o PCR foram
removidas apds a eutanasia, fixadas em solugdo de formalina tamponada a 10%
(Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil)
durante 48 horas, banhadas em agua corrente por 24 horas, armazenadas em alcool
70° até a realizagdo da microtomografia computadorizada (Micro-CT).

Os parédmetros avaliados seguiram o guia para a avaliagdo da
microarquitetura 6ssea em roedores usando microtomografia computadorizada

publicado por Bouxsein et al.?8.
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As amostras foram escaneadas através do microtomégrafo Skyscan
(SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 8um
de espessura (90Kv e 111pA), com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotagéo
de 0.4mm, tamanho do pixel de 2016x1344um e com tempo de aquisicdo de 1h e
56min. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Verséo 1.6.6.0), com smoothing de 5, corre¢cdo dos anéis
de artefato de 10, corregcdo de Beam Hardening de 40% e a faixa de converséo de
imagem variou de 0,0 — 0,14. No software Data Viewer (SkyScan, Verséo 1.4.4 64-
bit) as imagens foram reconstruidas, sendo avaliada no plano transaxial.

Para realizagdo das morfometrias o 3D foi utilizado o software CTAnalyser
(Skyscan, Leuven, Bélgica). A padronizagdo da regido de interesse (ROI) foi
padronizada através da metodologia BIC envolvendo a regido de osso periimplantar
em contato com o implante. A partir da utilizagdo da metodologia BIC, foram
demarcados 30 slices correspondentes a por¢gao medular, a partir do desaparecimento
da cortical superior e aparecimento de osso medular.

A partir dessa conversao o software realizou o calculo morfométrico
aplicado ao ROl por meio dos parametros: Volume d&sseo (BV); Superficie de
intersecgéo (i.S); Densidade de conectividade (Conn.Dn)?.

3.3.3 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Apo6s a microtomografia computadorizada, parte das amostras foram
desmineralizadas em Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) a 10% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por um periodo de 2 meses. Apds mais 24 horas de lavagem
em agua corrente, as amostras foram desidratadas, e incluidas em parafina. Os
implantes foram removidos no momento da inclusdo em parafina. As amostras de
tecido foram ent&o cortadas longitudinalmente ao longo do eixo do implante até atingir
uma espessura de 6 micrometros, e essas fatias foram montadas em laminas
histoldgicas.

Para analise imunoistoquimica, foram utilizados anticorpos primarios para
Osteocalcina (OCN, cabra anti-OCN; Santa Cruz Biotecnologia) e Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP, cabra anti-TRAP; Santa Cruz Biotecnologia). Um
anticorpo anti-cabra de burro biotinilado (Jackson Immunoresearch Laboratories,
West Grove, PA, EUA) serviu como anticorpo secundario. As reagdes
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imunoistoquimicas foram potencializadas usando um sistema avidina-biotina (Kit
ABC-Vectastain Elite ABC — padrao de peroxidase, apenas reagente A e B — PK6100;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), com diaminobenzidina (Sigma, Saint
Louis, MO, EUA) empregado como cromogeno. As reagdes de controle foram
realizadas para avaliar a especificidade do rétulo e a contra coloragéo foi obtida com
hematoxilina.

A analise dos dados foi realizada de forma qualitativa, com pontuacdes
variando de “0” indicando auséncia de imunomarcagao, e “1, 2 e 3” representando
imunomarcagdo minima, moderada e intensa, respectivamente, de acordo com

estudos publicados anteriormente?®-31,

3.3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Apo6s a Micro-CT, as tibias foram desidratadas com uma série graduada de
etanol (70-80-90-100%). Em seguida, as tibias foram infiltradas em solugdo de
acetona e metilmetacrilato MMAL (Classic, Classic Dental Articles, Sdo Paulo, SP,
Brasil) na propor¢cado de 1:1, seguida de banhos de metilmetacrilato. O catalisador
peroxido de benzoila a 1% (Riedel - De Haén AG, Seelze - Hannover, Alemanha) foi
adicionado ao ultimo banho.

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro com tampa e
mantidos a temperatura de 37°C por 5 dias até a polimerizacdo da resina. Apds a
polimerizagdo, os blocos contendo as amostras foram inicialmente reduzidos com
broca “Maxicut” montada em motor de bancada Kota (Strong 210, Sdo Paulo, SP,
Brasil), paralelamente ao longo eixo da tibia (plano sagital). Em seguida, foi realizado
o desgaste manual progressivo em polidora metalografica (polidora metalografica
PLO2E 2 velocidades, Teclago, SP, Brasil) com lixas de granulagdo 120, 320, 400,
600, 800 e 1200 (folha abrasiva 3M Wetordry), até a espessura de 2mm medida por
paquimetro digital (Mitutoyo, Pompeia, SP, Brasil).

A Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) foi realizada para visualizar
a interface osso/implante e determinar regides de interesse (ROI) para analises
microscopicas adicionais. Para a preparacao, as amostras foram limpas e revestidas
com uma fina camada de carbono (~20nm) para melhorar sua condutividade.
Adicionalmente, para mitigar o acumulo de cargas no topo das amostras, uma fina
camada de pasta de prata foi aplicada para conectar a base do implante ao suporte
da amostra. O modo de retroespalhamento de elétrons (SEM-BSE) foi empregado
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para diferenciar o implante do tecido 6sseo através do contraste de composi¢céo
baseado na massa atdbmica. As imagens BSE-SEM foram adquiridas utilizando FEI
Magellan 400 XHR (ThermoFisher Scientific, Hillsboro, EUA), operado com tens&o de
aceleracao de 10kV e distancia de trabalho de 6-6,5mm.

As imagens SEM-BSE para cada amostra foram unidas usando o software
Fiji*2 com objetivo de avaliar qualitativamente o contato osso-implante (BIC) e a area
ossea (BA). Apos a obtencéo das imagens SEM-BSE e armazenamento em formato
TIFF, elas foram analisadas utilizando o software Imaged (Software de
Processamento e Analise de Imagens, Universidade de Wisconsin/NIH, EUA). O BIC
foi calculado através do perimetro de contato osso-implante utilizando a ferramenta
“straight”, e o calculo da BA foi realizado utilizando a ferramenta “freehand selection”,
para medir a area 0ssea na regiao trabecular em contato com o implante, medida em
pixels33. As analises foram realizadas em ambos os lados do implante e apenas a
regido de osso trabecular foi avaliado3.

Em seguida, as imagens foram utilizadas para identificar a interface osso
antigo/novo proximo ao implante para a preparagdo da amostra para analise FIB e
STEM. O ROI nas regides periimplantares foi indicado para retirada da amostra para

analises posteriores usando microscopio eletrénico de transmissao.

3.3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR FEIXE DE IONS
FOCADOS (SEM-FIB)

A preparagcdo da amostra foi realizada utilizando FIB-SEM (Helios 5 UC
Dual Beam, Thermo Scientific). Inicialmente, uma camada metalica foi aplicada por
pulverizagdo catddica para proteger a amostra de danos potenciais por feixes de
elétrons e ions. Em seguida, uma camada de tungsténio (2,5 micrometros) foi
depositada na amostra usando um feixe de ions seguido de fresagem de trincheiras e
levantamento do ROI. O lift-out foi transferido para a grade TEM, onde o preparo foi
finalizado com uma fase de limpeza®S. Através desta fase final, a lamela TEM foi
exposta a um feixe FIB de galio operando a 2kV e 0,19nA por um breve periodo de
cada lado. Esta etapa garantiu a remogao de quaisquer contaminantes ou residuos
acumulados, deixando a amostra pronta para analise TEM de alta resolugdo®®.

A area de interesse na interface osso antigo/novo foi selecionada proxima
ao implante (Figura 2A), uma camada de tungsténio de 2,5nm foi depositada para
proteger a amostra do corte (Figura 2B), a amostra foi retirada usando um micro
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manipulador (Figura 2C), transferida para uma grade TEM e cortada para
transparéncia eletrénica usando correntes decrescentes de feixe de ions (Figura 2D)
e finalmente analisada através de STEM (Figura 2E F e G)*.

Figura 2- A imagem BSE-SEM do implante (branco), osso (cinza) e resina (cinza mais
escuro), o quadrado amarelo representa o ROI; B Preparagcdo de amostras TEM pelo
FIB incluindo cortes abertos em ambos os lados da area de interesse, protegidas por
deposicao de Tungsténio; C levantamento da lamela utilizando micro manipulador; D
fixagdo da amostra a grade TEM e desbaste da amostra; E, F e G Imagem HAADF-STEM
de amostra desbastada mostrando fibras de colageno mais organizadas (osso antigo)
e fibras de colageno menos organizadas (osso novo).

3.3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR TRANSMISSAO
(STEM)

A Microscopia Eletrénica de Varredura por Transmissao (TEM) é uma
ferramenta que possui diversas técnicas adequadas para estudar o processo de
osseointegracao e remodelacéo 0ssea. Neste trabalho, foram utilizadas imagens para
observar a interface entre o osso antigo e o novo e avaliar como a funcionalizagéo do
implante com RC afetou a fisiologia e ultraestrutura do novo osso, através da imagem
do arranjo mineral 6sseo e do colageno.

As imagens de Campo Escuro Anular de Alto Angulo por Microscopia
Eletronica de Varredura por Transmissdo (HAADF-STEM) da lamela foram adquiridas
a 200kV (Talos 200X, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Este modo de imagem,
semelhante ao BSE em SEM, possui contraste composicional onde a intensidade é
escalonada com o numero atébmico ao quadrado. Portanto, regides mais brilhantes
representam maior conteudo mineral. STEM também nos permite visualizar bandas

de colageno, bandas claras e escuras distintas de 67nm que indicam a orientagéo do
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colageno na amostra. Essas técnicas de imagem possibilitaram avaliar de forma
qualitativa o processo de reparo ésseo entre os grupos a partir de uma perspectiva

ultraestrutural e analisar o efeito do RC no reparo 6sseo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade e
homocedasticidade (teste de Shapiro-Wilk) que foi utilizado para avaliar a distribuicao
das amostras, que foram paramétricas. Apds confirmacao de sua distribuicdo normal,
o teste Anova Two Way foi seguido do teste de Tukey para comparag¢des multiplas,
quando necessario. Os testes foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 7.01 para Windows. Para todos os dados foi considerado nivel de significancia
de 5% (P<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 PCR

A andlise de PCR em tempo real mostrou a expressdo de genes
importantes para o metabolismo ésseo durante o processo de reparo periimplantar.
Foram coletadas as amostras aos 28 dias pos-operatorios, e neste periodo foi possivel
observar que a expressao génica relativa para ALP, a enzima que induz a precipitagéo
de fosfato sobre a matriz 6ssea, teve maior expressdo na superficie RC200 para o
grupo SHAM, com diferenga estatistica quando comparado as demais superficies nos
animais SHAM.

Grafico 1- Expressao génica relativa para o gene que codifica para a proteina ALP.
Comparacgao entre os grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400,
OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC200, OVX RC400
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Fonte: Autor, 2024.

Para a proteina n&o colagena OCN, que sinaliza a mineralizagado ossea,
observou-se um aumento significativo na superficie RC200 em relagdo a DMSO no
grupo SHAM. Para o grupo OVX, observou-se um aumento significativo da superficie
convencional em relagdo as demais (P<0,0001). (Grafico 2).
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Grafico 2- Expressdo génica relativa para o gene que codifica para a proteina OCN.
Comparacgao entre os grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400,
OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC200, OVX RC400
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Fonte: Autor, 2024.

A expresséo génica relativa para TRAP, que induz reabsorgéo 6ssea, néo
apresentou diferencga estatistica significante entre os grupos analisados, bem como
para as diferentes superficies (P<0,0001). (Grafico 3).

Grafico 3- Expressado génica relativa para o gene que codifica para a enzima TRAP.
Comparacgao entre os grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400,
OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC200, OVX RC400
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Fonte: Autor, 2024.
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4.2 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (MICRO-CT)

Os valores obtidos para o parametro Volume Osseo (BV) foram: SHAM
CONV (1,96 mm?), OVX CONV (1,63 mm3), SHAM DMSO (1,91 mm?3), OVX DMSO
(1,55 mm3), SHAM RC200 (1,54 mm3), OVX RC200 (1,25 mm?), SHAM RC400 (1,82
mm?3) e OVX RC400 (0,98 mm3). Para o parametro volume 6sseo ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados. (Grafico 4).

Grafico 4- Quantificagao do volume 6sseo. Comparacgao entre os grupos SHAM CONV,
SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC200, OVX
RC400
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Fonte: Autor, 2024.

Os resultados obtidos para percentual de Superficie de interseccédo (i.S)
foram: SHAM CONV (43,29mm?), OVX CONV (32,70mm?), SHAM DMSO
(39,27mm?), OVX DMSO (31,51mm?), SHAM RC200 (25,65mm?), OVX RC200
(25,67mm?), SHAM RC400 (31,86mm?) e OVX RC400 (20,70mm?). Para o parametro
Superficie de Intersec¢do ndo houve diferenga estatistica entre os grupos estudados
(Grafico 5).
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Grafico 5- Quantificagao da superficie de intersec¢cao. Comparagao entre os grupos
SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX
RC200, OVX RC400
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Fonte: Autor, 2024.

Os resultados para densidade de conectividade (Conn.Dn) foram: SHAM
CONV  (0,000153333mm3), OVX CONV (0,00018mm?3®), SHAM DMSO
(0,000136667mm?), OVX DMSO (0,00019mm?), SHAM RC200 (0,00014mm?3), OVX
RC200 (0,000193333mm?3), SHAM RC400 (0,000263333mm?®) e OVX RC400
(0,000136667mm?3). Para o pardmetro Densidade de Conectividade ndo houve
diferencga estatistica entre os grupos estudados (Grafico 6).

Grafico 6- Quantificagdo da densidade de conectividade. Comparacao entre os grupos
SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC200, SHAM RC400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX
RC200, OVX RC400
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Fonte: Autor, 2024.
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4.3 IMUNOISTOQUIMICA

A analise de imunomarcacéao permitiu que os marcadores importantes para
0 metabolismo dsseo durante o processo de reparo periimplantar fossem observados
na regidao de interesse para este estudo (tecido ésseo formado junto as espiras de
implantes, na regido de osso medular). (Tabela 3).

Aos 28 dias, observou-se que a osteocalcina, proteina ndo colagena que
se relaciona com o processo de mineralizagdo Ossea, presente em células da
linhagem osteoblastica assim como precipitada na matriz extracelular, mostrou-se
moderada nos grupos SHAM superficie CONV. Mostrou-se discreta nas superficies
DMSO e RC400 para o grupo SHAM. Quanto a superficie RC200, observou-se uma
marcagao intensa para esta proteina, mostrando importantes regides de precipitagcao
da osteocalcina no tecido 6sseo neoformado, assim como nas células da linhagem
osteoblastica. Vale destacar que a superficie RC200 mostrou-se com o melhor padrao
reparacional, apresentando importante formagao 6ssea com um grau de maturagao
tecidual superior as demais superficies dentro deste grupo experimental. A superficie
RC400 mostrou uma melhor quantidade de tecido 6sseo neoformado, mostrando uma
qualidade tecidual inferior ao grupo convencional (Figura 3).

Figura 3- Imunomarcagao de OCN para o grupo SHAM.

SHAM CONV

SHAM DMSO

SHAM RC200

SHAM RC400

Fonte: Autor, 2024.
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No grupo OVX, observou-se a presenga de osteocalcina de forma
moderada na superficie CONV e de forma intensa na superficie RC200. Na superficie
RC200 observa-se uma importante presenca de OCN nas células osteoblasticas
assim como em regides da matriz extracelular, além de uma maior formagao de tecido
Osseo relacao as demais superficies. Quanto a superficie DMSO, observa-se uma
discreta presenca de OCN no tecido 6sseo mineralizado. Quanto a superficie RC400,
observa-se uma discreta marcagdo de OCN e uma menor quantidade de osso
formado junto as espiras do implante.

Assim como no grupo SHAM, é possivel observar no grupo OVX que o
melhor padrao de resposta reparacional foi observado na superficie RC200 em
relagao as demais superficies observadas para essa proteina. (Figura 4).

Figura 4- Imunomarcacgao de OCN para o grupo OVX.

OVX CONV

OVX DMSO

OVX RC200

OVX RC400

Fonte: Autor, 2024.

A marcacgao de TRAP, uma proteina que sinaliza a atividade osteoclastica
apresentou-se marcada de forma discreta no grupo SHAM para todas as superficies

avaliadas (Figura 5).
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Figura 5- Imunomarcacao de TRAP para o grupo SHAM

TRAP 28d

SHAM CONV

SHAM DMSO

SHAM RC200

SHAM RC400

Fonte: Autor, 2024.

No grupo OVX, observou-se a discreta presenga de osteoclastos TRAP
positivos para as superficies CONV, DMSO e RC400. No grupo RC200, observa-se
uma marcagao moderada para TRAP, mostrando osteoclastos em atividade junto ao
tecido 6sseo neoformado na regidao das espiras dos implantes. A presenga de
osteoclastos em atividade nesta superficie confirma a melhor qualidade de tecido
O0sseo, estando relacionada a maior quantidade de tecido 6sseo neoformado,
mostrando um grau de maturidade maior do osso reparacional nesta superficie
(Figura 6).
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Figura 6- Imunomarcacgao de TRAP para o grupo OVX

OVX CONV

OVX DMSO

OVX RC200

OVX RC400

Fonte: Autor, 2024.

Tabela 2- Scores para imunomarcaciao de OCN e TRAP para os diferentes grupos
experimentais

OCN TRAP
SHAM CONV 2 1
SHAM DMSO 1 1
SHAM RC200 3 1
SHAM RC400 1 1
OVX CONV 2 1
OVX DMSO 1 1
OVX RC200 3 2
OVX RC400 1 1

Fonte: Autor, 2024.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM - BSE)

Em ampliagdes maiores em SEM, podem ser observadas fissuras entre a
superficie das roscas do implante e o osso (Figura 7). Essas trincas podem ser
decorrentes de diversas etapas do processamento, como fixacao, inclusao, polimento
e polimerizacdo da resina, e esta condicdo impediu a caracterizacdo da interface
osso/implante, principalmente em relacdo a Microscopia Eletrénica de Transmissao
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(TEM), em escalas nanométricas®’. No entanto, o contorno uniforme do osso e do
implante indica que essas estruturas provavelmente estiveram em intimo contato
antes dos procedimentos de preparagcédo da amostra (Figura 7).

Figura 7- Imagem BSE-SEM da interface entre implante e osso. As setas pretas indicam
areas de fissuras na interface osso-implante.

%Z HV bias | det mag [ HFW WD 300 pm
> 1 10.00kv | OV | CBS 250x | 1.19 mm | 6.0 mm Canadian Centre for Electron Microscopy
Fonte: Autor, 2024.

Apds unir as imagens no software FIlJI, é possivel ter uma visdo de menor

ampliagdo da interface entre implante e osso (Figura 8 e 9).
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Figura 8- Mosaico de imagens BSE-SEM para cada amostra com implante voltado para
a metafise distal da tibia.

Sham Conv.  Sham DMSO Sham RC200 Sham RC400 Ovx Conv Ovx DMSO Ovx RC200 Ovx RC400

Fonte: Autor, 2024.

Figura 9- Mosaico de imagens BSE-SEM para cada amostra com o implante voltado para
a metafise proximal da tibia.

Sham Conv.  Sham DMSO Sham RC200 Sham RC400 Ovx Conv Ovx DMSO Ovx RC200 Ovx RC400

Fonte: Autor, 2024.
Aos 28 dias apds a instalacdo dos implantes € possivel observar nos

animais ovariectomizados como a redugao dos niveis circulantes de estrégeno teve

um impacto negativo na formagao 6ssea ao redor dos implantes.
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4.5BIC e BA

Grafico 7- Resultados obtidos para o BIC (um) através das imagens SEM-BSE dos oito
grupos analisados.
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Fonte: Autor, 2024.
Para o parametro BIC (Grafico 7), nos animais SHAM, a superficie tratada

com RC200 apresentou o maior valor (3.179.195um), seguida por RC400
(3.020.687um), CONV (2.598.574uym) e DMSO (2.297.737um) consecutivamente.
Para animais ovariectomizados, a superficie convencional obteve o maior valor
(907.016um), seguida de RC200 (905.254pm), RC400 (887.821um) e DMSO
(481.128um) consecutivamente. Apos 28 dias de reparagdo éssea ao redor dos
implantes, o RC200 promoveu efeitos benéficos na osseointegracdo quando

administrado preventivamente.
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Grafico 8- Resultados obtidos para BA (um?) através das imagens SEM-BSE dos oito
grupos analisados.
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Fonte: Autor, 2024.

Para o paradmetro BA (Grafico 8), nos animais SHAM, o RC200 revelou
possuir maior area o0ssea (345.065,322um2), seguido pelo RC400 (298.852,788um?2),
DMSO (282.436,91um2) e CONV (193.701,467um2). Para o0s animais
ovariectomizados o RC200 também obteve o maior valor (172.587,776ym2), seguido
pelo CONV (167.444,786um2), DMSO (128.461,917um2) e RC400 (102.127,935um2)
consecutivamente.

Tanto em animais SHAM quanto em OVX, a funcionalizagdo com RC200
sugeriu melhorar a quantidade Ossea ao redor das roscas do implante e, assim,

colaborar com a osseointegracéo.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

Com as imagens de Campo Escuro Anular de Alto Angulo por Microscopia
Eletronica de Varredura por Transmissao (HAADF-STEM), € possivel investigar o
arranjo dos cristais de hidroxiapatita e fibras de colageno em escala nanométrica e
avaliar as diferencas entre a formagao do padrdao ésseo nas diferentes superficies
avaliadas (Figura 10, 11,12 e 13).

As fibras colagenas sao visiveis no STEM como interposicdo de zonas
escuras e claras em sequéncia ao longo de toda a fibra, porém a visualizagdo s6 é
possivel dependendo da diregdo em que a fibra colagena esta disposta no corte®’.

Quando as fibras de colageno estdo no plano da amostra, zonas claras e escuras
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alternadas sao visiveis, mas quando estado fora do plano da amostra, aparecem mais
areas de gap circulares®’.

Figura 10- Imagem HAADF-STEM da interface entre osso novo (NB) e osso antigo (OB).
A) SHAM CONV. B) SHAM RC200. As setas brancas indicam uma fibra colagena.

Fonte: Autor, 2024.

Figura 11- Imagens HAADF-STEM para o grupo SHAM CONV. Da esquerda para a
direita: ampliagcdo baixa, ampliagdo maior da interface entre osso antigo/novo,
ampliagdao ainda maior da interface mostrando uma interface semelhante a uma linha
de cimento altamente mineralizada, ampliagdo maior da interface mostrando fibras de
colageno alinhadas no limite e osso menos organizado em ambos os lados.

2um
Fonte: Autor, 2024.
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Figura 12- Imagens HAADF-STEM para o grupo SHAM RC200. Da esquerda para a
direita: Ampliagcao baixa, ampliagdo maior da interface entre osso antigo/novo,
ampliagao ainda maior da interface mostrando fibras de colageno organizadas no osso
antigo, ampliacdo maior do osso novo com rapida formagdao de colageno
desorganizada.

Fonte: Autor, 2024.

Figura 13- Imagens HAADF-STEM para o grupo OVX RC200. Da esquerda para a direita:
Ampliagao baixa, ampliagdo maior da interface entre osso antigo/novo.

2m "
Fonte: Autor, 2024.
Na Figura 10, no local do osso antigo, € possivel verificar o padrao de fibras

de colageno conforme descrito por Grandfield et al.3® e Schwarcz et al.*°. Em ambas
as amostras é visivel uma interface brilhante e altamente mineralizada com fibras de
colageno no plano da imagem. O novo osso formado (no lado esquerdo de ambas as
imagens) mostra uma deposigao rapida e uma estrutura tecidual desorganizada.

No grupo SHAM CONYV (Figura 11) é possivel observar o 0sso novo com
alguns gaps, que foram defeitos produzidos durante a preparagao da amostra pelo
FIB, ou ainda canaliculos de ostedcitos que foram fresados pelo feixe de ions. O 0sso
mais antigo parece mostrar que as fibras de colageno sao perpendiculares ao plano
da imagem38,

Para o grupo SHAM RC200 (Figura 12), observa-se o novo padrao ésseo,
caracterizado por fibras de colageno menos organizadas em comparagao com 0 0SSO
antigo. Este ultimo exibe um padréo de fibras de colageno altamente organizado na
imagem. O padrao irregular das fibras indica que o novo osso ainda € um osso imaturo

e foi rapidamente formado. A interface entre osso antigo/novo se mostra brilhante e,
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portanto, altamente mineralizada, isso pode ser um indicativo da linha de cemento, ou
ainda pode indicar que o tecido teve momentos de parada e inicio do processo de
formagao?°.

No grupo OVX RC200 (Figura 13) o novo padrdo ésseo entrelacado é
evidente, apresentando fibras de colageno menos organizadas. O osso lamelar no

grupo OVX RC200 nao é tdo organizado como no grupo SHAM RC200.
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5 DISCUSSAO

O aumento da expectativa de vida esta associado ao surgimento de um
maior numero de individuos com interferéncias sistémicas, como a osteoporose.
Quando presente, essa condicdo torna os casos de reabilitagdo oral por meio de
implantes dentarios mais desafiadores devido ao comprometimento do reparo 6sseo
periimplantar. Em termos académicos, essa relagao apresenta-se como um campo de
estudo relevante, destacando a importancia de considerar as condigdes sistémicas na
pratica odontoloégica, especialmente em procedimentos como a instalagdo de
implantes dentarios’*. Para enfrentar esse desafio, sdo necessarios estudos sobre
tratamentos preventivos e terapéuticos que melhorem a qualidade do reparo tecidual
periimplantar e evitem efeitos colaterais. A funcionalizagdo de implantes de titanio com
farmacos de agao local surge como uma opgao inovadora, proporcionando a liberagao
controlada de moléculas bioativas, minimizando assim efeitos colaterais sistémicos.
O Rubus coreanus surge como uma alternativa promissora devido aos seus efeitos
benéficos sobre o tecido désseo. Estudos indicam que sua agdo ocorre tanto na
formagéo quanto na reabsorgdo 6ssea®'2.

O objetivo deste estudo foi analisar o reparo 6sseo periimplantar em ratas
saudaveis ou ovariectomizadas, submetidas a instalagdo de implantes
funcionalizados ou n&do com RC. Foi utilizada a técnica dip-coating, que consiste no
processo de imersao dos implantes em uma solugao com a finalidade de formar
camadas ao redor dos implantes. A eutanasia foi realizada aos 28 dias apds a
instalagao dos implantes nas metafises proximais das tibias dos animais. As amostras
foram submetidas as analises de PCR para ALP, OCN e TRAP, Microtomografia-
computadorizada para os parametros de BV, i.S e Conn.Dn, imunoistoquimica para
avaliacdo de OCN e TRAP no tecido periimplantar, além de analise ultraestrutural do
tecido 6sseo periimplantar através de microscopia eletronica.

Através dos resultados obtidos pelo PCR para a expressao do gene para
ALP, uma proteina relacionada com a precipitacdo de fosfato e uma melhora da
qualidade dos cristais de hidroxiapatita, € possivel observar que o grupo SHAM
RC200 obteve uma alta expressdo génica, com diferenga estatistica quando
comparado com os demais grupos, evidenciando o efeito benéfico do RC profilatico.
Nos animais SHAM, a expressdo do gene para OCN, que também participa no

processo de mineralizagado tecidual, € numericamente maior na superficie RC200,
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seguida pelas superficies RC400, CONV e DMSO, consecutivamente, com diferenca
estatistica entre a superficie RC200 e DMSO, corroborando com a possibilidade de o
RC200 melhorar a mineralizag&o tecidual de forma profilatica. Nas amostras OVX, a
superficie CONV apresentou maior expressdo de OCN quando comparado aos
demais, com diferenga estatistica, mostrando assim o atraso na expressdo génica
dessa proteina que faz parte da mineralizagéo tecidual; e o grupo RC400 apresentou
valores numericamente maiores quando comparado aos grupos DMSO e RC200, que
foram numericamente semelhantes. Para TRAP, uma enzima responsavel pela
reabsorcdo Ossea, nas amostras SHAM, a superficie RC400 apresentou maior
expressao génica, seguido pela RC200, DMSO e CONV, consecutivamente. Ja nas
amostras OVX, a superficie RC200 apresentou maior expressédo génica para TRAP,
seguida pela RC400, CONV e DMSO, consecutivamente, resultado importante que
evidencia a reabsor¢do Ossea fisioldgica responsavel pela qualidade tecidual nos
grupos tratados.

A anadlise de imunomarcagao corroborou com os dados do PCR para
RC200, evidenciando que a sinalizagdo da expressdo génica para OCN estava
chegando ao tecido e aumentando a atividade desta proteina n&o colagena que se
relaciona com o processo de mineralizagdo Ossea. Vale destacar que a superficie
RC200 mostrou-se com o melhor padréo reparacional, apresentando importante
formagao 6ssea com um grau de maturagao tecidual superior as demais superficies
dentro deste grupo experimental. Para os grupos terapéuticos, a superficie RC200
também teve marcacéao intensa para OCN, portanto, pode-se evidenciar que o melhor
padrao de resposta reparacional, quando avaliado pela proteina OCN, foi na superficie
RC200. E possivel avaliar também a express&o génica relativa da TRAP, que participa
no processo de reabsorgdo Ossea através da atividade osteoclastica. Sob analise
histoldgica, essa atividade foi mais pronunciada no grupo OVX RC200, evidenciando
osteoclastos em atividade no tecido 6sseo neoformado na regido das espiras dos
implantes. A reabsor¢cdo 0ssea nessa superficie confirmou a melhor qualidade do
tecido Osseo, associada a uma maior quantidade de tecido 6sseo neoformado,
indicando um maior grau de maturidade do osso reparacional nessa regiéo.

Com a analise microtomografica foi possivel avaliar a microarquitetura do
tecido dsseo periimplantar. Pelas respostas macroscépicas provenientes desta
analise, a funcionalizacdo da superficie dos implantes com RC nao foi capaz de
proporcionar melhorias morfométricas com diferenga estatistica significante. E
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possivel que a macroestrutura 0ssea esteja em processo de mineralizagdo e nao
tenha atingido maiores resultados nesse momento; uma analise microtomografica
com amostras que tenham tido um tempo maior que 28 dias de inser¢cdo do implante,
seria capaz de avaliar se a estrutura macroscopica teria um desenvolvimento superior.

O osso € um tecido nanoestruturado que possui compostos organicos e
inorganicos, sendo principalmente colageno e hidroxiapatita respectivamente*'. Essas
estruturas nanométricas foram analisadas através de um Microscopio Eletrénico de
Transmissdo. Com essa analise, foi possivel avaliar o tecido 6sseo formado préximo
as espiras do implante, que apresenta um padrdo menos organizado de fibras de
colageno e cristais de hidroxiapatita, o que indica a rapida formagéo déssea iniciada
apos a instalagcdo do implante. Por outro lado, no osso antigo, podemos observar um
padrao organizado com fibras de colageno bem orientadas (no plano ou fora do plano
da imagem) e cristais de hidroxiapatita. No entanto, € importante notar que a
orientagdo das fibras de colageno é influenciada pela orientagdo da amostra para
geracdo de imagens. Os resultados qualitativos obtidos mostraram que a
funcionalizag&o dos implantes com RC promoveu melhor contato osso-implante e area
0ssea quando administrado preventivamente. As imagens obtidas por TEM revelam a
organizacéo ultraestrutural da morfologia éssea e podem inferir que a funcionalizag&o
com RC promove uma formacgao 6ssea sem reacdes adversas, podendo levar a um

processo saudavel de osseointegragao.
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo conjunta dos resultados indica que a funcionalizagdo dos
implantes com RC, em especial o RC200, promove importantes respostas benéficas
no processo de reparo periimplantar, principalmente quando administrado de forma

preventiva.
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