RESSALVA

Atendendo solicitagdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacdo sera disponibilizado
somente a partir de 17/02/2023.



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4(LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campns de Arocotuba

LETICIA PITOL PALIN

Reparo periimplantar em ratos diabéticos tipo 2, tratados
pela combinacao da terapia fotodinamica antimicrobiana e
compostos polifendis. Caracterizacdo biomecanica,

histométrica, microtomografica e molecular

Aracatuba - SP
2021



LETICIA PITOL PALIN

Reparo periimplantar em ratos diabéticos tipo 2, tratados
pela combinacao da terapia fotodinamica antimicrobiana e
compostos polifendis. Caracterizagcdo biomecanica,

histométrica, microtomografica e molecular

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP, como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Odontologia.

Orientadora: Profd. Assoc. Roberta
Okamoto

Coorientadora: Profd. Assoc. Leticia
Helena Theodoro

Aracatuba - SP
2021



Catalogacéo na Publicagéo (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

P162r

Palin, Leticia Pitol.

Reparo periimplantar em ratos diabéticos tipo 2,
tratados pela combinacdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana e compostos polifendis: caracterizagéo
biomecénica, histométrica, microtomogréafica e molecular
/ Leticia Pitol Palin. - Aracatuba, 2021

84 1. :il. ;tab.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Orientadora: Profa. Roberta Okamoto

Coorientadora: Profa. Leticia Helena Theodoro

1. Diabetes mellitus 2. Dieta hiperlipidica 3.
Fotoquimioterapia 4. Polifendis 5.Implantes dentarios I.
T.

Black D7
CDD 617.64

Ana Claudia M. Grieger Manzatti — CRB-8/6315







Aos meus pais, Lilian e Sérgio

Por todo apoio e dedicacao ao longo de minha vida. Obrigada por sonharem os
meus sonhos e me incentivarem a nunca desistir dos meus objetivos, devo cada
pequena conquista a vocés. Vos dedico a conclusdo de mais uma etapa académica

de minha vida e que cada fruto colhido seja partilhado com voceés.

Aos meus avos, Delcides, Vilma e Matilde

Minhas maiores referéncias de honestidade, amor e trabalho. Agradeco por
cada aconselhamento nos momentos de felicidade assim como nos de dificuldade.
Assim como meus pais, s4o0 meus maiores incentivadores e devo a Vocés a
capacidade de vencer os meus objetivos e buscar cada vez mais 0 meu crescimento

pessoal. Que sorte a minha em té-los para partilhar desta alegria.

A Deus

Pela forca nos momentos de dificuldade e pelo amor ao que faco.

“O amor é a forca mais sutil do mundo”

Mahatma Gandhi






AGRADECIMENTOS ESPECIAIS
A minha orientadora, Professora Assoc. Roberta Okamoto

Por me despertar o verdadeiro sentido dentro da minha profissdo, a pesquisa.
A senhora € minha maior e melhor referéncia profissional, de ética e dedicacdo ao que
faz. Cada dia de convivéncia é uma oportunidade em adquirir novos conhecimentos
cientificos, préaticos, técnicos e pessoais, sempre com muita humildade e carinho.
Agradeco principalmente pelo acolhimento dentro do laboratorio e por abrir as portas
com novas oportunidades. E uma grande honra poder chama-la de orientadora, e

espero que nossa jornada esteja apenas comecgando.
A Professora Assoc. Leticia Helena Theodoro

Pela coorientacdo, ajuda e disponibilidade ao longo destes anos, sua
participacdo neste trabalho foi muito especial e estou honrada em poder aprender
mais com a senhora que sem duvidas € um grande exemplo profissional. Obrigada

em dispor do seu tempo em nos ajudar e sempre com um Sorriso no rosto.
A Professora Tit. Doris Hissako Matsushita

Agradeco novamente por toda ajuda, ensinamentos e disponibilidade durante
a execucao dos meus projetos de iniciacdo cientifica assim como neste mestrado, sua
participacdo foi sempre de grande importancia. Além disso a presenca da senhora

sempre é muito agradavel, proveitosa e faz toda a diferenca.
Aos membros da Banca Examinadora

Professor Dr. Francisley Avila Souza, admiro o senhor pelo seu trabalho
assim como pela sua pessoa. Gostaria de agradecer por cada conhecimento passado,
principalmente em relacéo as atividades hospitalares desenvolvidas ao longo da pos-
graduacdo. Obrigada pela paciéncia em ensinar e pelas conversas sempre muito boas
e proveitosas. E uma honra em té-lo novamente como membro da banca

examinadora.

Professor Dr. Paulo Henrique Orlato Rosseti, agradegco pelo aceite em
participar deste momento especial de minha vida académica, o senhor € uma grande
referéncia e inspiragao profissional pelo trabalho que desenvolve com maestria. Fico

honrada pela disponibilidade em avaliar este trabalho.



Aos meus familiares

Agradeco por todo apoio, em especial a minha tia, Fabrizia, que é um grande
exemplo de dedicacdo em tudo o que faz.

Ao meu namorado, Rafael

Agradeco pelos anos de muita paciéncia, companheirismo, amor, amizade e
respeito. E com vocé que estou nos momentos de alegria e também nos de tristeza,

sou muito feliz em té-lo por perto.
A minha grande amiga, Ana Claudia

Agradeco por todos os anos de amizade. Sem duavidas € quem partilhou de
grandes momentos comigo ao longo de todos estes anos. Obrigada por ser meu

ombro amigo, por me ajudar e por ser alguém com quem eu sempre pude contar.
Aos amigos de P6s-Graduacédo do LSMT

Pedro Henrique Ferreira, Fabio Batista, Gabriel Mulinari, Jaqueline
Hassumi, Naara Monteiro e Natalia Siqueira agradeco por toda disposicao e ajuda
durante a execucao deste projeto, pude aprender muito com cada um de vocés ao
longo destes anos. A presenca de vocés é sempre muito agradavel e prazerosa,

obrigada por cada risada hos momentos de dificuldade.
Aos alunos de Iniciacao Cientifica do LSMT

Paula Frigério, Juliana Moura, Jaqueline Silva, Ana Carolina Passos
Tatiany Castro, Odir Nunes e Bruna Namba agradeco por toda ajuda ao longo
destes anos, ndo s6 de mestrado, mas também de iniciacdo cientifica. Agradeco
especialmente a aluna Carolina Wajima, a qual foi meu braco direito durante a
realizacéo deste estudo. Obrigada por cada dia de ajuda e por sempre estar disposta

a participar de todas as atividades, fico orgulhosa em ver toda sua evolucao.

‘Aqueles que passam por nés, ndo vao sés, ndo nos deixam sés. Deixam um pouco
de si, levam um pouco de nés.”

Antoine de Saint-Exupéry






AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, e em
especial a Faculdade de Odontologia de Aracatuba na pessoa do diretor Professor
Tit. Glauco Issamu Miyahara e do vice-diretor Professor Tit. Alberto Carlos
Botazzo Delbem.

Ao Programa de POs-Graduacdo em Odontologia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba na pessoa do coordenador Professor Assoc. André Luiz

Fraga Briso e do vice-coordenador Professor Assoc. Wirley Goncgalves Assuncéo.

A Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), pela
concessdo de minhas duas bolsas de Iniciacdo Cientifica e suas respectivas
renovacoes (Processos n°: 2014/15396-0 e 2016/25747-0), assim como pela bolsa de
mestrado (2019/01634-0).

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.

Aos meus queridos professores ao longo da pds-graduacao, pessoas das quais
admiro muito e me inspiro profissionalmente. Muito obrigada por ensinar toda a teoria

e pratica sempre com muita vontade e paciéncia.

Ao Departamento de Ciéncias Basicas onde realizei os experimentos para o
desenvolvimento deste projeto assim como os de iniciagdo cientifica. Obrigada aos
professores da Disciplina de Histologia e Embriologia (Prof. Dr. Edilson Ervolino,
Profé Dra. Mariza Akemi Matsumoto, Prof2é Dr2 Alaide Gongalves e Prof. Dr. Claudio
Aparecido Casatti), aos professores da Disciplina de Anatomia (Prof. Dr. José
Ameérico de Oliveira, Prof. Dr. Paulo Roberto Botacin e Prof2. Dr2. Roberta Okamoto),
aos funcionéarios e todos os outros estagiarios. Muito obrigada por toda ajuda e pelo

acolhimento durante estes anos de convivio.

Aos professores da Disciplina de Cirurgia e Traumatologia BucoMaxiloFacial
(Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior, Prof. Dr. Osvaldo Magro Filho, Prof. Dr.



Francisley Avila Souza, Prof2. Dr2. Alessandra Aranega, Prof2 Dr2 Ana Paula Bassi,
Profa. Dr2 Daniela Ponzoni, e Prof. Dr. Leonardo Peres Faverani) pelos ensinamentos

praticos e teoricos ao longo destes anos.

Aos colegas de poés-graduacédo da equipe de Cirurgia e Traumatologia
BucoMaxiloFacial, agradeco pelos momentos em que pudemos passar juntos onde

pude aprender muito com cada um de vocés

Aos funcionarios da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, pela ajuda e pelo

funcionamento dos diversos setores da nossa instituicdo. Muito obrigada!

Agradeco a todos que torceram por mim, de longe ou de perto e que contribuiram

diretamente ou indiretamente para a realizacdo deste sonho.






“Aprender € a Unica coisa de que a mente nunca se

cansa, nunca tem medo e nunca se arrepende”

Leonardo da Vinci



@W



PALIN, L. P. Reparo periimplantar em ratos diabéticos tipo 2, tratados pela
combinacdo da terapia fotodinamica antimicrobiana e compostos polifendis.
Caracterizacdo biomecénica, histométrica, microtomografica e molecular. 2021.
85 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.
RESUMO

Caracterizar as respostas reparacionais do tecido ésseo apds a instalacdo de
implantes em ratos diabéticos tipo 2 tratados sistemicamente com resveratrol e com o
uso local da aPDT, por meio das analises biomecanica e molecular. Foram utilizados
128 ratos divididos em quatro grandes grupos: 1- NG: ratos normoglicémicos; 2-
NGrvt: ratos normoglicémicos tratados com resveratrol oral; 3- T2D: ratos diabéticos
tipo 2; e 4- T2Drvt: ratos diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol oral. Dentro de
cada grupo existem quatro subgrupos: ST- Sem terapia local (n=8), a loja cirargica
nao recebeu terapia local adicional; AM- Azul de metileno (n=8), aplicacéo topica de
azul de metileno por 60 segundos; FBM- fotobiomodulacéo (n=8), irradiacdo com laser
em baixa intensidade por 60 segundos; aPDT- Terapia fotodinamica antimicrobiana
(n=8), associacdo da aplicacdo de azul de metileno com irradiacdo com laser em baixa
intensidade. A inducao do T2D foi feita pela associacéo de dieta de cafeteria com uma
Unica aplicacéo de Estreptozotocina (35mg.kg). Ap6s a comprovacao do diabetes tipo
2, foi dado inicio ao tratamento com resveratrol e passadas duas semanas 0s animais
foram submetidos a cirurgia de exodontia dos primeiros molares superiores e
instalacdo dos implantes. Neste momento foram realizadas as terapias locais de
acordo com os grupos. Passados 28 dias, foi realizada a eutanasiados animais e
realizadas as andlises biomecéanica (torque de remoc¢do) e molecular de RT-PCR
(IBSP, OCN, TRAP OPG e RANK-L). Os dados quantitativos foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro Wilk para confirmar a distribuicdo normal das amostras.
Na sequéncia, foram aplicados os testes de ANOVA um fator ou dois fatores, seguidos
de pos teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os resultados da analise
biomecanica revelaram que em animais normoglicémicos tratados ou nao por
resveratrol tiveram uma diminuicdo do torque de remocdo dos implantes quando
empregado o uso de terapias locais. A presenca da interferéncia sistémica e o uso de
terapias locais auxiliaram no aumento nos valores de contra-torque, especialmente no

grupo T2Drvt com o uso da aPDT. A analise molecular de RT-PCT aos 28 dias sugere



gue no grupo NG a expressao de IBSP foi semelhante com a presenca ou nao das
terapias locais, entretanto houve uma diminuicdo dos genes de OCN e um aumento
de TRAP com o uso das terapias. Em NGrvt, houve um aumento na expresséao de
IBSP na auséncia de terapias locais, uma diminuicdo de OCN e TRAP quando
utilizadas as terapias e um aumento expressivo de OPG com auséncia de RANK-L
com 0 uso sistémico de resveratrol sem tratamentos locais. O grupo T2D expressou
um aumento de IBSP com o uso da terapia de FBM e a terapia com aPDT elevou a
expresséo de OCN e diminuiu TRAP e RANK-L. O uso de resveratrol em T2Drvt e sua
associacdo com a aPDT aumentaram a expressao de IBSP e OCN, e além disso
diminuiram a expressdo de TRAP e RANK-L. A analise conjunta dos resultados
permite-nos concluir que o uso sistémico de resveratrol e a sua associagdo com a
aPDT promoveram uma melhora no reparo periimplantar de ratos diabéticos tipo 2,
aumentando a expressao de genes relacionados a mineralizacdo da matriz 6ssea e
diminuindo a expressao de genes relacionados a reabsorcdo 6ssea que resultaram

em uma melhora da biomecéanica 6ssea.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Dieta hiperlipidica. Fotoquimioterapia. Polifendis.

Implantes dentarios.






PALIN, L. P. Periimplant bone repair in type 2 diabetics rats treated with the
combination of antimicrobial photodynamic therapy and polyphenol
compounds. Biomechanical, histometric, microtomographic and molecular
characterization. 2021. 85 f. Master’'s Degree (Dissertation in Dentistry) — Dental

School, Sdo Paulo State University, Aracatuba, 2021.
ABSTRACT

The aim of this study is to characterize bone tissue repair responses after the
installation of implants in type 2 diabetic rats treated systemically with resveratrol and
with local use of aPDT, through biomechanical and molecular analysis. One hundred
and twenty-eight rats were used, divided into four groups: 1- NG: normoglycemic rats;
2- NGrvt: normoglycemic rats treated with oral resveratrol; 3- T2D: type 2 diabetic rats;
and 4- T2Drvt: type 2 diabetic rats treated with oral resveratrol. Within each group, are
four subgroups: ST- No local therapy (n=8), the surgical store received no additional
local therapy; MB- Methylene blue (n=8), topical application of methylene blue for 60
seconds; FBM- Photobiomodulation (n=8), low intensity laser irradiation for 60
seconds; aPDT- Antimicrobial photodynamic therapy (n=8), association of methylene
blue application with low intensity laser irradiation. T2D induction was made by the
association of cafeteria diet with a single application of Streptozotocin (35mg.kg). After
type 2 diabetes confirmation, resveratrol treatment was started and after two weeks
the animals were submitted to upper first molars extraction and implants installation.
At this moment the local therapies were performed according to the groups. After 28
days, the animals were euthanized and the biomechanical (removal torque) and
molecular analysis of RT-PCR (IBSP, OCN, TRAP OPG and RANK-L) were
performed. The quantitative data were submitted to the Shapiro Wilk normality test to
confirm the normal distribution of the samples. In the sequence, the ANOVA tests were
applied one or two factors, followed by Tukey's post-test, with a significance level of
5%. The results of biomechanical analysis showed that in normoglycemic animals
treated or not by resveratrol had a decrease in the implants removal torque when local
therapies were applied. The presence of systemic interference and the use of local
therapies helped to increase biomechanical values, especially in the T2Drvt group with
the use of aPDT. The molecular analysis of RT-PCT at 28 days suggests that in the
NG group the expression of IBSP was similar with the presence or not of local
therapies, however there was a decrease in OCN genes and an increase in TRAP with



the use of therapies. In NGrvt, there was an increase in IBSP expression in the
absence of local therapies, a decrease in OCN and TRAP when using therapies and a
significant increase in OPG without RANK-L with the systemic use of resveratrol
without local treatments. T2D group expressed an increase of IBSP with the use of
PBM therapy, aPDT raised the expression of OCN and decreased TRAP and RANK-
L. The use of resveratrol on T2Drvt and its association with aPDT increased the
expression of IBSP and OCN, and also decreased TRAP and RANK-L expression. The
overall analysis of the results allows us to conclude that the systemic use of resveratrol
and its association with aPDT promoted an improvement in periimplant repair of type
2 diabetic rats, increasing the expression of genes related to bone matrix
mineralization and decreasing the expression of genes related to bone resorption that

resulted in an improvement of bone biomechanics.

Keywords: Diabetes mellitus. Diet, high-fat. Photochemotherapy. Polyphenols. Dental

implants.
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31

1 INTRODUCAO

O Diabetes é uma doenca crénica que pode ser classificada em Diabetes tipo
1, Diabetes tipo 2 ou Diabetes Gestacional.! Em suma, ocorre quando o pancreas ndo
€ capaz de produzir insulina em quantidade suficiente, ou quando o corpo nédo pode
usar a insulina produzida de forma eficaz, levando a uma hiperglicemia.® O Diabetes
tipo 2 (T2D) afeta de 90% a 95% dos pacientes diabéticos,! tendo como fator
predisponente um estilo de vida ndo saudavel com alimentos ricos em agucar, gordura
e sodio em combinacdo com falta de atividade fisica.?® A resisténcia a insulina
induzida pela obesidade esta geralmente ligada a outros transtornos como inflamacao,
esteatose hepatica e estresse oxidativo,? e frequentemente acompanhada de

dislipidemia, hipertenséo arterial e disfuncdo endotelial.*

Além dos medicamentos de rotina para o tratamento do diabetes tipo 2,
compostos fitoterapicos como o resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxystilbene) tém sido
uma escolha amplamente aceita para auxiliar no tratamento da condi¢édo, pois previne
a intolerancia a glicose e tem um poderoso efeito anti-inflamatério.>’ Este polifenol é
tipicamente encontrado em casca de uva roxa, em vinhos e algumas outras plantas.’
Como alguns hipoglicemiantes,®1° o resveratrol também é benéfico para o tecido
6sseo, prevenindo a perda éssea, ajudando na reparacdo 6ssea poés-cirtrgica®0 e
promovendo a osteoblastogénese além de potencializar a acdo dos receptores de

vitamina D, que sdo diretamente relacionados ao metabolismo do célcio.>”’

Associado a condicdo sistémica, complicacdes odontolégicas como doenca
periodontal, perda éssea, perda de dentes e outros tipos de infeccbes que
desencadeiam uma série de transtornos para o dentista,'* como a perda de implantes
devido a maior tendéncia de infeccGes que atrasam a reparacdo tecidual,*1?
proliferacédo celular®'4 e metabolismo de colageno.'*'> O uso de terapias locais
associadas ao tratamento reabilitador de pacientes diabéticos vem sendo uma
alternativa para melhorar e acelerar o processo pOs operatério em diversos

procedimentos odontoldgicos.16-20

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), que consiste na associacao de
um agente fotossensibilizador (FS) em associacdo com uma fonte de luz, que pode
ser um laser de baixa poténcia®-'® tem se mostrado muito promissor para o tratamento

de varias complicacBes dentérias, exercendo efeitos positivos nos niveis molecular,
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celular e tecidual.'®'® O azul de metileno (AM), como PS, exerce efeitos
antimicrobianos de amplo espectro, além de ser facilmente absorvido pelos tecidos e
absorver a luz no comprimento de onda da faixa do visivel vermelho.*-?3 A aPDT pode
favorecer a reparacdo Ossea por se tratar de tratamento eficaz para controle de
infeccdes,?° acelerando o processo de reparacéo tecidual e minimizando sintomas
indesejaveis e complicacdes pos-operatdrias que podem estar relacionados também

ao efeito da terapia de fotobiomodulacéo utilizando laser de baixa poténcia.?+27

Estudos anteriores mostraram que o diabetes tipo 2 influencia no aumento da
resposta inflamatoéria pos-exodontica, resultando em um prejuizo da maturacdo de
fibras colagenas e atrasando o processo de mineralizacdo alveolar'?. Este fato teria
grande impacto para processos reabilitadores com implantes dentais, tendo em vista
o comprometimento causado no leito receptor destes implantes. Vale ressaltar que
neste estudo foi proposto um modelo de instalacdo de implantes na maxila de ratos,
com o intuito de avaliar o efeito do diabetes tipo 2, e qual a possivel melhora deste
quadro frente a acdo do resveratrol e de terapias locais, como a aPDT, sobre 0S 0Ss0s
maxilares, tendo em vista que existem poucos estudos relatando suas acfes sobre o

metabolismo ésseo peri-implantar.
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6 CONCLUSAO

O uso sistémico de resveratrol e a sua associagao com a aPDT promoveram
uma melhora no reparo periimplantar de ratos diabéticos tipo 2, aumentando a
expressdo de genes relacionados a mineralizacdo da matriz 6ssea e diminuindo a
expressdo de genes relacionados a reabsorcdo déssea que resultaram em uma
melhora da biomecéanica 6ssea. Além disso, os resultados do estudo sugerem que 0
sinergismo do tratamento fototerapico com as terapias locais no leito receptor dos
implantes pode agir como fator preventivo de complicacdes periimplantares
comumente encontradas no tratamento reabilitador de pacientes diabéticos nédo
compensados.
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