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RESUMO

LEAO, D. S. Desempenho de implantes funcionalizados com diferentes
biomoléculas no reparo peri-implantar em ratas com deficiéncia de estrégeno.
Analises biomecéanica e molecular. 2024. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacéo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2024.

Alteracbes hormonais pés-menopausa favorecem o0 aparecimento de doencas
0sseas como a osteoporose, afetando negativamente a renovacado 6ssea. Uma das
estratégias que ajuda o reparo 6sseo consiste em funcionalizar a superficie de
implantes, adicionando biomoléculas que favorecem as etapas reparacionais. Neste
sentido, a genisteina e a teriparatida sdo substancias que tém propriedades
relevantes para o reparo 0sseo. O objetivo foi caracterizar pela analise biomecanica
(torque de remocao) e RT-PCR a osseointegracao e reparo peri-implantar, dado pela
adicdo de genisteina e teriparatida em diferentes concentracdes a superficie de
implantes, instalados em tibia de ratas normais e sob condicBes que mimetizam a
osteoporose. Utilizou-se 48 ratas, (Rattus novergicus albinus, Wistar) adultas, peso
médio de 300g. Foram divididas em 2 grupos: SHAM (ratas submetidas a cirurgia
ficticia de ovariectomia bilateral) e OVX (ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia
bilateral), cada grupo tendo 24 ratas, divididas igualmente em 3 subgrupos segundo
a funcionalizacdo do implante, sendo CONV, GEN 100 mM e TERI 10 ng. Apds 30
dias da ovariectomia ficticia e real, todos animais foram submetidos a cirurgia de
instalagdo dos implantes nas metéfises proximais das tibias direita e esquerda.
Utilizou-se 96 implantes de titanio comercialmente puro grau IV com as superficies
convencionais ou tratadas com genisteina ou teriparatida. A eutanasia dos animais
ocorreu aos 28 dias apos a instalacdo dos implantes e as tibias foram destinadas
para as analises: RT-PCR em tempo real (IBSP, ALP e OCN) na tibia direita, e na
esquerda realizou o torque de remoc¢do. Os dados quantitativos foram submetidos
ao teste de normalidade. Para todos os testes adotou-se nivel de significAncia de
5%. Através das analises concluimos que genisteina mostrou melhor eficiéncia na
osseointegracdo de implantes de titdnio em animais com comprometimento

sistémico (deficiéncia de estrégeno).

Palavras-chave: osteoporose; osseointegracao; genisteina; teriparatida.



ABSTRACT

LEAO, D. S. Performance of implants functionalized with different biomolecules
in peri-implant repair in estrogen-deficient rats. Biomechanical and molecular
analyzes. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacédo) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024.

Post-menopausal hormonal changes favor the appearance of bone diseases such as
osteoporosis, negatively affecting bone renewal. One of the strategies that helps
bone repair consists of functionalizing the surface of implants, adding biomolecules
that favor the repair stages. In this sense, genistein and teriparatide are substances
that have relevant properties for bone repair. The objective was to characterize,
through biomechanical analysis (removal torque) and RT-PCR, osseointegration and
peri-implant repair, achieved by the addition of genistein and teriparatide in different
concentrations to the surface of implants, installed in the tibia of normal rats and
under conditions that mimic osteoporosis. 48 adult female rats (Rattus novergicus
albinus, Wistar) were used, with an average weight of 300g. They were divided into 2
groups: SHAM (rats undergoing fictitious bilateral ovariectomy surgery) and OVX
(rats undergoing bilateral ovariectomy surgery), each group having 24 rats, equally
divided into 3 subgroups according to the functionalization of the implant, being
CONV, GEN 100 mM and TERI 10 ng. After 30 days of fictitious and real
ovariectomy, all animals underwent surgery to install implants in the proximal
metaphyses of the right and left tibias. 96 commercially pure grade IV titanium
implants were used with conventional surfaces or surfaces treated with genistein or
teriparatide. The animals were euthanized 28 days after the installation of the
implants and the tibias were used for analysis: real-time RT-PCR (IBSP, ALP and
OCN) on the right tibia, and on the left the removal torque was performed.
Quantitative data were subjected to the normality test. For all tests, a significance
level of 5% was adopted. Through analysis, we concluded that genistein showed
better efficiency in the osseointegration of titanium implants in animals with systemic

impairment (estrogen deficiency).

Keywords: osteoporosis; osseointegration; genistein; teriparatide.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida, a populacdo mundial comecou a
envelhecer e com isso surgiram novas preocupacfes com essa classe etaria em
relacdo a sua salde. Sabe-se que as doencas 6sseas como osteoporose e
osteopenia vem aumentando sua prevaléncia na populacdo acima de 50 anos e
cada vez mais individuos apresentam alto risco de fratura, sendo que esse namero
pode duplicar seus casos até 2040, chegando a 316 milh8es de pessoas ao redor do

mundo com esse risco, mostrando um aumento consideravel (1).

Podemos classificar a osteoporose como uma doencga sistémica multifatorial
que acomete o esqueleto 6sseo, tendo como caracteristica principal a perda 6ssea
progressiva, decorrente de um desequilibrio da atividade de remodelacdo éssea,
assim, comprometendo a microestrutura, favorecendo fraturas em diversos locais do
Corpo e que se associam constantemente ao aumento da morbidade e mortalidade
(2-4). Além disso, a osteoporose é reconhecida como um problema de salde
significativo, sendo que a Fundacado Internacional de Osteoporose (IOF) coloca o

tratamento da doenca como prioridade de saude publica (5).

Os individuos acima dos 50 anos, especialmente as mulheres, estdo mais
vulneraveis a osteoporose, chegando a acometer 30% desta populacdo (5). Isso
ocorre pois no periodo pdés-menopausa ha alteraces hormonais, que levam uma
deplecdo nos niveis de estrogeno acarretando em um desequilibrio do turnover
0sseo (6,7), fazendo com que os processos reabsortivos prevalecam sobre os de
formacdo Ossea e concomitantemente a isso ha um aumento da reabsorcéo
endocortical 6ssea e diminuicdo da deposicéo periosteal, resultando em um tecido

0sseo de baixa qualidade com densidade mineral reduzida (8,9).

Cada vez mais pacientes osteoporéticos buscam por tratamentos
reabilitadores orais, como a instalacdo de implantes dentarios, com finalidade de
melhorar a qualidade de vida, seja por estética, funcéo ou até mesmo fonagéao (10-
12). Com lugar de destaque os implantes osseointegrados promoveram um grande
avanco na reabilitagdo oral, com um progndstico de sucesso proximo a 100% (13), a
osseointegracdo se da pela unido direta, estrutural e funcional do implante com o
tecido 6sseo (14). Todavia, a literatura mostra que em individuos com osteoporose

h& um prejuizo da osseointegracdo, de forma a tardar o processo de reparo 0sseo
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ao redor das espiras dos implantes, podendo gerar intercorréncias que dificultam
sua estabilidade e por fim comprometem o sucesso da reabilitacao (10,12).

Diante da necessidade, surgiram diversos tratamentos farmacolégicos para a
osteoporose, buscando uma melhora na qualidade 6ssea. A FDA (Food and Drug
Administration) classifica a terapia medicamentosa em antirreabsortivos e
anabalicos. O grupo dos antirreabsortivos é constituido pelos moduladores seletivos
de receptores de estrogeno (SERMS), denosumab, calcitonina e bifosfonatos.

Enquanto os anabdlicos sdo o paratorménio (PTH 1,34) e ranelato de estréncio (15).

Embora existam muitas opcdes de tratamento no mercado, os farmacos de
escolha para o tratamento da osteoporose sdo 0s antirreabsortivos, dentre eles os
bifosfonatos (16,17), que inibem a diferenciacéo e atividade dos osteoclastos através
do bloqueio da via do melavanato na sintese do colesterol, assim, inibindo a enzima
farnesil difosfato sintase, essencial para a prenilacdo de pequenas GTPases, as

guais sédo fundamentais para as atividades osteoclasticas (18,19).

Entretanto, na odontologia ha ressalvas quanto ao uso de bifosfonatos, devido
a ocorréncia de osteonecrose dos maxilares em tratamentos de longa duragéo
(16,17). Podemos observar o comprometimento 6ésseo de um tratamento prolongado
em estudos com ratas ovariectomizadas que foram tratadas com alendronato de
sodio, da classe dos bifosfonatos, onde houve um prejuizo do reparo alveolar e peri-
implantar, além de reduzir o turnover 6sseo resultando em um osso de qualidade
insatisfatoria (20,21).

Ainda que haja terapias medicamentosas alternativas, como o raloxifeno,
calcitonina e teriparatida, que apresentem melhores resultados no reparo 6sseo peri-
implantar, esses farmacos causam efeitos adversos piores a longo prazo do que os

observados nos bifosfonatos (22-25).

Com isso, opcdes terapéuticas locais tém sido consideradas com o intuito de
melhorar as respostas celulares nos eventos reparacionais € como consequéncia,
melhorar a osseointegracdo. Nesse contexto, temos a funcionalizagcdo dos
implantes, que é um método onde moléculas da superficie do implante séo
distribuidas de maneira proporcional no tecido reparacional peri-implantar, desse
modo reduzindo efeitos adversos de uma administracdo sistémica. Existem varios

meétodos para modificar a superficie do implante, incluindo jateamento de areia,
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ataque acido, anodizacéo, dip-coatings e técnicas layer-by-layer. Este ultimo envolve
a imersdo de um substrato sélido (muitas vezes com alguma carga desequilibrada
em sua superficie) por um periodo de tempo em uma solucdo aquosa contendo o
material a ser depositado para que ocorra uma adsorcao por atracado eletrostatica,
posteriormente esse conjunto de substrato e monocamada € lavado para remocao
de excessos e seco e imergido em outra solugdo de carga contréria a Ultima, assim
formando varias camadas ultrafinas, essa técnica € vantajosa por envolver materiais
simples para formar as multicamadas. Contudo, o objetivo de todas as técnicas é o
mesmo: melhorar a superficie do implante a ser instalado, o que possibilita o
processo de reparo 0sseo diante de distarbios sistémicos (26-30).

Dentre as substancias que atuam na melhora do tecido 6sseo podemos citar
a genisteina que evita a perda 6ssea massiva na deficiéncia de estrogeno. Sendo
um fitoester6geno, a genisteina tem semelhanca estrutural com os estroégenos,
tendo efeitos esterogénicos e antiestrogénicos, afetando de maneira positiva a
salde Ossea e sintomas da pds-menopausa, além disso, a genisteina ainda tem
potencial para prevenir a osteopenia e cardiopatias (31-35). Com seu uso crescendo
na populacao e seus efeitos 6sseos positivos se faz necessario mais estudos sobre

sua relacdo com a osseointegracao (36).

Outra biomolécula interessante na funcionalizacdo do implante é a
teriparatida, pois estudos do nosso grupo de pesquisa sobre da melhora da resposta
reparacional durante a osseointegracdo (processo FAPESP n°® 2017/08187-3) e em
alvéolos pds-exodoéntico de rato usando essa substancia localmente mostraram
efeitos positivos de neoformacdo e reconstrucdo 6ssea (37), contudo o uso de
teriparatida local para o tratamento da osteonecrose permanece relativamente

recente e faltam evidéncias de sua eficacia (38).

Assim, diante do exposto, esse estudo foi realizado para viabilizar e investigar
a funcionalizacdo da superficie dos implantes com as biomoléculas genisteina e
teriparatida buscando reduzir as complicagbes presentes na instalagéo de implantes

em pacientes osteoporoticos.
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2 OBJETIVOS

Avaliar, por meio de analise biomecéanica (torque de remocdo) e analise
molecular (RT-PCR) o desempenho de biomoléculas, teriparatida e genisteina, em
diferentes concentracdes em ratas que estejam em condi¢cdo analoga a osteoporose

e em ratas em condicdo de normalidade sistémica.
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3 METODOLOGIA
3.1 Experimentos in vivo com o Modelo Experimental proposto

Inicialmente o projeto foi enviado para Comité de ética em pesquisa no uso de
animais (CEUA: 00566-2019 e CEUA: 0034-2019) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP e obteve parecer favoravel (Anexo A e B). Desse modo, foram
utilizadas 48 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar) provenientes do biotério
central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, adultas (3 meses),
com peso de médio de 300 gramas. A linha do tempo com os periodos operatdrios

esta descrita na Figura 1.

Estes 48 animais foram divididos em 2 grupos: SHAM (n = 24): animais

submetidos a cirurgia ficticia de ovariectomia bilateral e OVX (n = 24): animais
submetidos a cirurgia de ovariectomia bilateral, entdo, sendo divididas em 3
subgrupos de acordo com a funcionalizacdo do implante, com 8 animais cada, sendo

CONV, GEN 100 mM e TERI 10 ng (Tabela 1).

Tabela 1 - Delineamento dos grupos propostos

GRUPOS TIPO DE IMPLANTE N (por grupo)

Convecional

SHAM Gen 100 mM
Teri 10 ng

Convecional

OVX Gen 100 mM

Teri 10 ng 8

Total de animais: 48

0 o 0 00 0o

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

No dia zero foi realizada a cirurgia ficticia e ovarectomia bilateral, passados
30 dias os implantes foram instalados na metafise proximal das tibias direita e

esquerda e apos 28 os animais foram eutanasiados (Figura 3).
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Figura 1 - Linha do tempo dos grupos experimentais SHAM e OVX

Dia 0 Dia 30 Dia 58

Cirurgia Ficticia Implantes Eutanasia

ou Ovariectomia

Avaliacdo peri-implantar 28 dias apds a instalacdo dos implantes

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.2 Ciclo estral

Para garantir que as ratas selecionadas para 0s experimentos estivessem
ciclando normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e todos dias
foram introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiolégico e em seguida,
aspiradas e colocadas em lamina histolégica para leitura microscopica imediata
técnica de Long & Evans, 1922 (39) para reconhecimento das 4 fases do ciclo estral.
As ratas foram utilizadas apds a obtencéo de 2 a 3 ciclos estrais regulares. Vale
destacar que esta técnica foi utilizada novamente com o intuito de validar a cirurgia

de ovariectomia bilateral realizada.

3.3 Cirurgia ficticia e de ovariectomia

Apés a validacdo que as ratas ciclavam normalmente, no dia 0 as mesmas
foram submetidas a cirurgia de ovariectomia com a finalidade de induzir a deficiéncia
de estrogeno. Sendo assim, as ratas dos grupos OVX CONV, OVX TERI 10 ng e OVX
GEN 100 mM foram anestesiadas com cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério
Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina (Cloridrato
de quetamina injetavel, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, SP, Brasil.) e a
seguir, foram imobilizadas sobre prancha cirargica em posicédo de decubito lateral, foi
realizada uma incisdo de 1cm nos flancos, divulsdo por planos do tecido subcutaneo

e, em seguida, do peritdnio a fim de ter acesso a cavidade abdominal. Entdo foram
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localizados os ovarios e o0s cornos uterinos que foram laqueados com fio de
Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos). Realizou-se a remocao dos ovarios. Apés a sutura por planos foi realizada
com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Johnson, New Brunswick, NJ,
Estados Unidos) (Figura 2). Como medida profilatica apds a cirurgia, foi injetado 0,2
ml de um antibiético veterinario (Penicilina com Estreptomicina 1.200.000 Ul) por via
intramuscular em todos os animais. As ratas do grupo SHAM passaram pelo mesmo
estresse cirargico (cirurgia ficticia), no entanto, ndo tiveram 0s ovarios e cornos

uterinos removidos e laqueados.

Figura 2 - Sequéncia do transoperatorio da cirurgia de ovariectomia

Fonte: Laboratério para Estudo de Tecidos Mineralizados — Roberta Okamoto (2023)
Legenda: A: Regido do flanco da rata tricotomizada; B: Corte e divulsdo da mesma regido
envolvendo pele, tecido subcutaneo e musculo abdominal; C: Localizagdo da gordura branca
gue envolve o ovério; D: Identificagdo do ovério e laqueamento do corno uterino; E: Remogéo
do ovério; F: Reposiocionamento dos tecidos; G e H: Sutura por planos.

3.4 Funcionalizacéo da superficie dos implantes

Foram utilizados implantes de titanio comercialmente puro grau IV baseado no
conceito de duplo atague acido, com diametro de 2 mm e altura de 4 mm,
esterilizados por raios gama. A superficie dos implantes dos subgrupos GEN e TERI
foi funcionalizada pela técnica de layer-by-layer. Esta técnica consiste na imersao de
um substrato sélido (geralmente com desequilibrio de cargas em sua superficie) por
um intervalo de tempo de 5 minutos numa solu¢dao aquosa contendo o material a ser
depositado. A carga deste material deve ser contraria a do substrato para que haja

atracdo eletrostatica. Na sequéncia, o conjunto substrato mais monocamada foi
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lavado para eliminar o excesso de material e seco. Em seguida, foi imerso numa
solucdo contendo um outro material, agora de carga contrdria & do material ja
depositado, e assim formar os filmes ultrafinos compostos por bicamadas
moleculares. O novo conjunto substrato mais bicamada é lavado e pode ser seco
novamente em estufa a 60°C. Na funcionalizacdo dos implantes foram empregados o
eletrdlito poliestireno sulfonado (PSS) com carga negativa, durante 5 minutos. Foi
entdo feita a lavagem com agua de estoque e os implantes foram imersos, durante 5
minutos, em solucéo eletrolitica de TiO2 com carga positiva, preparada pelo método
sol-gel. ApGs esta etapa fez-se a lavagem com agua de estoque e enfim os implantes
foram submersos em uma concentragdo de 10 ng de teriparatida para o grupo TERI
ou 100 Mm de genisteina para o grupo GEN, e, ambos por 10 minutos. Passado este
periodo de tempo foi feita a lavagem em &gua Milli-Q®. Entre todas as etapas
realizou-se a secagem para se evitar a contaminacgéo das solugdes utilizadas. Estudos
in vitro ja concluidos pelo noss grupo de pesquisa mostraram que a concentracao
utilizada para a funcionalizacdo dos implantes com a genisteina e a teriparatida &
eficiente tanto para a manutencéo da viabilidade celular quanto para a obtencéo de
resultados seguros com relacéo a genotoxicidade (processo FAPESP n° 2018/03114-
0).

A funcionalizacdo dos implantes com genisteina e teriparatida, nas
concentragdes utilizadas neste estudo, constam nas patentes depositadas no INPI sob
registros BR 10 2021 019134 1 (genisteina) e BR 10 2021 019548 7 (teriparatida).

3.5 Cirurgia de instalacdo dos implantes osseointegraveis nas tibias

Decorridos 30 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral e cirurgia ficticia os
animais foram submetidos a cirurgia de instalagdo dos implantes. Dessa forma, 0s
animais foram mantidos em jejum durante as oito horas prévias ao procedimento
cirdrgico e sedados pela combinacdo de 50mg/kg de cloridrato de quetamina
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, SP, Brasil) e receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg,
Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia

local e para hemostasia do campo operatorio.
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Apos a sedacdao foi realizada a tricotomia na por¢cdo medial da tibia direita e
esquerda, e a antissepsia da regido a ser incisada com Polivinilpirrolidona lodo
Topico (PVPI 10%, Riodeine Topico, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Sédo Paulo,
Brasil). Com uma lamina para bisturi nimero 15 (Feather Industries Ltda, Téquio,
Japdao) foi realizada uma inciséo linear de aproximadamente 1,5 cm de comprimento
na regido de metafise proximal da tibia esquerda e da tibia direita. A seguir, o tecido
mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o auxilio de descoladores

de peridsteo, expondo o0 0sso para a instalacdo do implante.

Foram instalados implantes de titanio comercialmente puro grau IV (n = 48)
baseado no conceito de duplo ataque acido, com didametro de 2 mm e altura de 4
mm, esterilizados por raios gama, submetidos a funcionalizacdo das superficies com
a genistenina ou a teriparatida. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa
espiral de 1,6 mm de diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, S&o
Paulo, Séo Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigacdo com solucéo
isotdnica de cloreto de sddio a 0,9% (Fisiologico®, Laboratorios Biosintética Ltda®,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com reducao 20:1 (Peca angular 3624N
1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach,

Alemanha) e profundidade de 2 mm, 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., S&o José dos Campos, SP,
Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon
5.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil) com pontos
interrompidos no plano mais externo (Figura 3). No pdés-operatério imediato cada
animal recebeu dose Unica intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina
(Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,
Campinas, Sao Paulo, Brasil). Os animais foram mantidos durante todo o

experimento com racao e 4gua ad libitum.
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Figura 3 - Sequéncia do transoperatorio do procedimento de instalagcdo dos

implantes
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Fonte: Laboratério para Estudo de Tecidos Mineralizados — Roberta Okamoto (2023)
Legenda: A: Antissepsia da regido com PVPI na metéfise proximal da tibia; B: Incisdo linear na lateral
da metéfise proximal da tibia; C: Divulsdo por planos, acesso a metéfise proximal da tibia e fresagem;
D: Leito 6sseo fresado para a instalacdo do implante; E: Instalacdo do implante acoplado a chave
digital; F: Implante feito; G e H: sutura por planos.

3.6 Eutanasia — 28 dias ap0s a instalacao dos implantes

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias a eutanasia e
sedados pela combinacdo de 50mg/kg de cloridrato de quetamina intramuscular
(Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e 5mg/Kg
de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séo
Paulo, Brasil) e receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2%
com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local e para
hemostasia do campo operatério. Apés a sedacado foi realizada a tricotomia na
porcdo medial da tibia direita e esquerda, e antissepsia da regido a ser incisada com
Polivinilpirrolidona lodo Topico (PVPI 10%, Riodeine Tdpico, Rioquimica, Sdo José
do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil). Com uma lamina niamero 15 (Feather Industries
Ltda, Toquio, Japao) foi realizada uma incisdo linear de 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

periosteo, expondo o implante.

BN

Com o implante exposto (tibia esquerda) foi conectado a chave do

torquimetro digital a partir do hexadgono do implante, realizando um movimento anti-
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horario aumentando o torque de remocédo até a rotacdo do implante no interior do
tecido 6sseo, a fim de romper completamente o contato osso-implante. O dispositivo
registrou o pico maximo de torque para esse rompimento em Newton por centimetro
(N.cm).

Para a analise de PCR em tempo real ap6s a remocéo do implante (tibia
direita), o tecido 6sseo reparacional foi removido com o auxilio de uma pinga goiva,
lavado em solucdo de PBS, armazenado em nitrogénio liquido e posteriormente

armazenado em freezer -80 °C.

3.7 Torque de remocdao (analise biomecanica)

Apés a anestesia, as tibias foram acessadas para exposi¢do dos implantes e
realizacdo do torque reverso. Um monta-implante (Neodent, Ltda, Curitiba, PR,
Brasil) foi adaptado ao hexagono do implante e o torquimetro digital foi acoplado ao
monta-implante. Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o torque
reverso até a rotacdo do implante no interior do tecido ésseo, rompendo-se
completamente a interface osso/implante, momento em que o torquimetro registre o
pico maximo de torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm) e

os valores obtidos foram agrupados.

3.8 Analise molecular (PCR em tempo real)

A reacdo de cadeia de polimerase em tempo real (PCR) foi realizada com o
objetivo de avaliar a expressdo génica relativa de marcadores relacionados ao
processo de reparo 0sseo ao redor dos implantes. Cada fragmento 6sseo coletado
foi cuidadosamente lavado em PBS e na sequéncia congelado em nitrogénio liquido
para que o RNA total fosse extraido com o reagente Trizol (Life Technologies:
Invitrogen, Carslbad, Califérnia, Estados Unidos). Apds a analise da integridade,
pureza e concentragdo do RNA, foi confeccionado o cDNA utilizando 1ug de RNA
atraves da reacao de transcriptase reversa (M-MLV transcriptase reversa: Promega
Corporation, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Os cDNAs das amostras foram
pipetados juntamente com o Tagman Fast Advanced Mastermix (Applied

Biosystems) na placa para PCR (96 well fast termal cycling, Life Biotechnologies)
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para deteccdo de genes envolvido no processo de reparo 6sseo (Tagman Gene
Expression Assays). Os genes estudados foram: IBSP, ALP, OCN. O PCR em
tempo real foi realizado em um sistema de deteccao para PCR em tempo real Step
One Plus (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 50°C (2 minutos), 95°C
(10 minutos) e 40 ciclos de 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto), seguido pela curva
de desnaturacdo padrdo. A expressao génica relativa foi calculada em referéncia a
expressao das proteinas ribossémicas mitocondriais e normalizada pela expressao
génica dos fragmentos 6sseos coletados da regido peri-implantar, nos diferentes

periodos experimentais (método AACT). O ensaio foi feito em quadruplicata.
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4 RESULTADOS
4.1 Torque de remocgao

Os resultados referentes ao grupo OVX mostraram diferenca estatistica
significante na comparacéo dos grupos OVX CONV vs. OVX GEN (100 mM), assim
como na comparacao dos grupos OVX TERI (10 ng) vs. OVX GEN (100 mM), onde
em todos cenarios a genisteina mostrou um melhor resultado em N/cm no torque de

remocao dos implantes (Figura 4).

Na comparacdo entre os resultados no grupo SHAM notamos que houve
diferenca estatistica significante na comparacao dos grupos SHAM CONV vs. SHAM
GEN (100 mM) e na comparagao dos grupos SHAM CONYV vs. SHAM TERI (10 ng),
com resultados semelhantes para as duas biomoléculas e com o CONV tendo

melhores resultados (Figura 4).

Figura 4 - Andlise estatistica do torque de remocéao (analise biomecanica) dos
grupos SHAM e OVX, p < 0,05, ANOVA two-way
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4.2 Analise da expresséao génicarelativa (RT-PCR)

Os resultados da andlise da molecular mostraram que a expressao relativa do
gene IBSP foi maior para os implantes funcionalizados com genisteina (SHAM e
OVX). No grupo SHAM notamos diferenca significante entre SHAM CONV vs. SHAM
GEN (100 mM) e entre SHAM CONV vs. SHAM TERI (10 ng). Enquanto para o
grupo OVX houve diferenca estatistica na comparacéo entre os grupos OVX CONV
e OVX TERI (10 ng) vs. OVX GEN (100 mM) (Figura 5).

Figura 5 - Analise estatistica da expressao relativa do gene IBSP dos
grupos OVX e SHAM, p < 0,05, ANOVA two-way
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Na andlise do gene OCN ndo houve diferenca estatistica significante nos
resultados do grupo SHAM, contudo no grupo OVX tanto TERI (10 ng) quanto GEN
(100 mM) apresentaram valores inferiores ao CONV, notando diferenca estatistica

na comparacao destes grupos (Figura 6).
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Figura 6 - Andlise estatistica da expressdo relativa do gene OCN dos
grupos OVX e SHAM, p < 0,05, ANOVA two-way
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Ao analisar a expressao relativa do gene ALP observamos novamente maior
expressao deste gene para os implantes tratados com genisteina, no qual, para o
grupo SHAM tivemos diferenga para todos subgrupos, com maiores discrepancias
nas comparagdes com o grupo GEN (100 mM) e para o grupo OVX as diferencas
foram entre o grupo GEN (100 mM) vs. CONV e entre GEN (100 mM) vs. TERI (10
ng) (Figura 7).
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Figura 7 - Anélise estatistica da expresséo relativa do gene ALP dos grupos
OVX e SHAM, p < 0,05, ANOVA two-way
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5 DISCUSSAO

Os tratamentos de superficies dos implantes surgem como uma alternativa de
melhorar a resposta reparacional peri-implantar, frente a desordens metabdlicas
O0sseas, como a osteoporose, onde ha prejuizo do reparo (26-30). Aléem disso, os
farmacos de tratamento (bifosfonatos) apresentam efeitos adversos de importancia
odontolégica como a osteonecrose de ossos da face (16), a funcionalizacdo dos
implantes ajuda de maneira local, sem precisar cessar o uso desses medicamentos

que atuam no tratamento da osteoporose.

Nesse estudo investigamos a funcionalizacdo da superficie de implantes com
as biomoléculas genisteina e teriparatida, instalados em tibia de ratas osteopénicas,
com o objetivo de promover a melhora do reparo peri-implantar a partir da atuacao
destas sobre as respostas celulares e eventos reparacionais. O presente trabalho
demonstrou que a funcionalizacdo com genisteina promoveu melhores respostas em

comparacao a teriparatida ou a superficie convencional ndo tratada.

A andlise dos dados obtidos referentes ao torque de remocéo, observamos
que as ratas do grupo OVX, que receberam o implante funcionalizado com
genisteina, apresentaram valores superiores de torque de remocdo do que 0s
subgrupos TERI e CONV, sendo que estes Ultimos apresentaram resultados
semelhantes entre si. Contudo, no grupo SHAM o implante convencional obteve
desempenho superior aos animais com implantes funcionalizados. Estes achados
sugerem que a genisteina local apresentou melhor desempenho na resposta
reparacional peri-implantar, tendo efeito 6sseo-protetor no animal ovariectomizado
melhorando as propriedades mecanicas do osso, de forma a reforcar os resultados
de Miao et al. (40).

Na analise molecular (RT-PCR) quanto ao gene IBSP, responsavel pelo efeito
osteogénico e de diferenciacdo de células precursoras da medula O0ssea em
osteoblastos durante o processo de reparo 0sseo (41), foi observado que a
expressdo génica relativa foi aumentada nos implantes funcionalizados tanto com
teriparatida quanto genisteina, tendo a ultima um maior destaque, principalmente
para o grupo OVX. Além disso, o grupo OVX TERI teve desempenho semelhante ao
grupo convencional. Esse resultado corrobora com os observados no torque de

remogdo, sendo que a genisteina promoveu um efeito significativo sobre a
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expressdo de genes relacionados ao processo de mineralizagcdo/osteogénico em

animais osteopénicos, como também foi observado por Anastasio et al. (42).

Quanto ao gene OCN (osteocalcina), que € um marcador de fase tardia de
diferenciacdo de osteoblastos, associado a mineralizagdo aumentada por sua
capacidade para se ligar célcio, observou-se que a funcionaliza¢do das superficies
nao influenciou sua expressdo em nenhum grupo, obtendo resultados significativos
apenas para o grupo OVX CONV. Vale destacar que a osteocalcina é uma proteina
de mineralizagdo que comeca a apresentar sua atividade crescente a partir dos 14
dias pos-operatorios. A expressdo do gene osteocalcina aumentada aos 28 dias
pode mostrar um atraso na sinalizacdo para a expressao desta proteina e seu efeito
sobre o reparo 6sseo no grupo experimental em questdo. Estudos anteriores do
NOSSO grupo mostraram prejuizo na imunomarcacdo de osteocalcina durante o
processo de reparo alveolar na condicdo de ovariectomia e que esta retorna ao
padrdao de normalidade numa etapa mais tardia quando comparado ao grupo

sham/condic6es homeostaticas (43).

Por fim, observamos também um maior destaque na expresséo do gene ALP
para todos grupos funcionalizados com genisteina, gene ligado a atividade
osteoblastica, ao processo de mineralizacdo bem como a melhor qualidade do cristal
de hidroxiapatita em formacao (43). No grupo SHAM a teriparatida se mostrou
melhor que o grupo CONV, em contrapartida o grupo OVX apresentou resultados

semelhantes ao grupo CONV.

Através das andlises vemos que a genisteina teve desempenho superior em
relagdo as outras superficies funcionalizada com teriparatida e convencial. No torque
de remocdao teve bons resultados para o grupo com comprometimento sistémico e
na andlise molecular notamos que apesar da teriparatida ter apresentado resultados

positivos, a genisteina foi mais eficaz em ambos grupos OVX e SHAM.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir, embasado nas analises realizadas neste estudo, que a
genisteina € uma biomolécula que estimula melhor o reparo peri-mplantar em
comparacao as superficies funcionalizadas com teriparatida ou convencional. Dessa
forma, a genisteina mostrou melhor eficiéncia na osseointegracdo de implantes de

titAnio em animais com comprometimento sistémico (deficiéncia de estrogeno).
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Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comissie de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Odontologla de Aragatuba

Faculdade de Medicina Vieterindna de Aracatuba

Rua José Bonifdsio, 1193 - Vila Mendanga - CEP. 16015-050 - ARACATUBA = 5P
Fone {18) 2636-2234 Ermail CEUA: cauafifoa unesp br
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Anexo A - Comité de ética em pesquisa no uso de animais (CEUA)
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Anexo B - Comité de ética em pesquisa no uso de animais (CEUA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  C7AN
unesp JULIO DE MESQUITA FILHO" ﬁ%&mba
CAMPUS ARAGCATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo do reparo 6sseo
apos a instalagdo de implantes funcionalizados com medicagdo anabélica
associada a administracao sistémica de antireabsortivo em ratas com
deficiéncia de estrégeno e sindrome metabélica”, Processo FOA n°® 00434-2019,
sob responsabilidade de Roberta Okamoto apresenta um protocolo experimental de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagao Animal e sua execugao foi
aprovada pela CEUA em 30 de Julho de 2019.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 30 de Julho de 2021.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 30 de Agosto de 2021, |

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Evaluation of bone repair after the installation
of functionalized implants with anabolic medication associated with systemic
administration of antiresorptive in estrogen deficient rats and metabolic
syndrome”, Protocol FOA n® 00434-2019, under the supervision of Roberta
Okamoto presents an experimental protocol in accordance with the Ethical Principles
of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA on July
30, 2019.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: July 30, 2021.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: August 30, 2021.

Prof. Ass. Dr. nardo Perez Faverani
Coordgnador da CEUA
' CEUA Coordinator

CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais

Facuidade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 - Vita Mendonga - CEP: 16015-050 - ARAGATUBA - SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA; ceua@foa unesp br



