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Resumo

PIOVEZAN, B. R. Avaliacéo da influéncia da Coenzima Q10 sobre o processo de reparo
peri-implantar de implantes instalados em tibias de ratos expostos ou nédo a nicotina. f.
2022. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

RESUMO

O proposito do presente estudo foi avaliar a influéncia da Coenzima Q10 (CoQ10) no reparo
periimplantar em implantes instalados em tibias de ratos modificados sistemicamente ou ndo pela
nicotina. Oitenta ratos machos (Wistar), foram divididos em quatro grupos (n=20). No dia 0 os
animais receberam um implante (4 x 2,2mm — SLA) na metafise proximal das tibias direita e
esquerda. Nos 30 dias que antecedem o procedimento cirargico e nos 28 que o sucedem, 0s
animais receberam duas injec6es subcutaneas diarias de 3mg/kg de hemissulfato de nicotina ou
solucdo salina na regido dorsal, com 12 horas de intervalo entre elas. Logo apos a cirurgia, 0
protocolo se constituiu na administracdo via gavagem gastrica de 1 ml de glicerina vegetal, ou
suplementacdo diaria com 120 mg de CoQ10, ambos até o final do experimento. SS (SHAM): o
protocolo de aplicagdo utilizado foi o de solucdo salina subcutanea, e os animais receberam
gavagem gastrica diaria de 1 ml de glicerina vegetal. SS-CoQ10: o protocolo de aplicacdo
utilizado foi o de solugdo salina subcutanea e, como suplementacdo, receberam 120 mg de
Coenzima Q10 via gavagem gastrica. NIC: o protocolo de aplicacdo utilizado foi o de nicotina,
e 0s animais receberam gavagem gastrica diaria de 1 ml de glicerina vegetal. NIC-CoQ10: o
protocolo de aplicacdo utilizado foi o de nicotina e, como suplementacdo, 0s animais receberam
120 mg de CoQ10 via gavagem gastrica. As eutanasias foram aos 7 e 28 dias pos-operatorios.
As pecas coletadas foram processadas com desmineralizacdo para as analises histoldgica,
histomeétrica (PTON) e imunoistoquimica para deteccdo de BMP2, OCN e TRAP; e sem
desmineralizacdo para andlise da &rea do contato direto osso/implante (BIC). Apos analise de
normalidade e homocedasticidade, os dados foram submetidos aos testes mais adequados com

significancia de 5% (p<0,05). Com rela¢do ao contato osso implante, o grupo SS, SS-Q10 e NIC-
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Q10, apresentaram maior BIC em todos os periodos experimentais quando comparado com o
grupo NIC. Os grupos SS, SS-Q10 e NIC-Q10 apresentaram também maior PTON em todos os
periodos experimentais quando comparado com o grupo NIC. A analise histoldgica dos tecidos
periimplantares mostrou que o grupo NIC-Q10 apresentou caracteristicas histoldgicas que se
mostraram similares ao grupo controle, no entanto, com maior quantidade de tecido 6sseo
periimplantar e menor quantidade de tecido conjuntivo. Nos padrdes de marcacao
imunoistoquimica, quando comparado ao grupo SS, o grupo NIC-Q10 apresentou menor
imunomarcacdo para e OCN, menor marcacdo para TRAP e ndo houve diferencas quanto a
marcacdo de BMP2. Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que a Coenzima
Q10 exerceu uma influéncia positiva na remodelacdo éssea periimplantar em implantes

osseointegrados.

Palavras-chave: Nicotina. Reparo. Coenzima.



Abstract

PIOVEZAN, B. R. Evaluation of the influence of Coenzyme Q10 on the periimplant repair
processo of implants installed in the tibias of rats exposed or not to nicotine. f. 2022.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

The purpose of the presente study was to evaluate the influence of Coenzyme Q10 (CoQ10) on
periimplant repair in implants installed in the tibia of rats modificated sistemically or not by
nicotine. Eighty male rats (Wistar) were divided into four groups(n=20). On day 0 the animals
received na implant (4x2,2mm-SLA) in the proximal metaphasys of the right and left tibias. In
the 30 days preceding the surgical procedure and the 28 days following it, the animals received
two daily subcutaneous injections of 3 mg/kg of nicotine hemissulfate or saline solution in the
dorsal region, with a 12-hour interval between them. Soon after surgery, the protocol consisted
of the administration via gastric gavage of 1ml of vegetable glycerin, or daily supplementation
with 120 mg of CoQ10, both until the endo f of the experiment. SS (SHAM): the application
protocol used was subcutaneous saline solution, and the animals received daily gastric gavage
of 1 ml of vegetal glycerin. SS-CoQ10: the application protocol used was subcutaneous saline
solution and, as a supplement, they received 120 mg of Coenzyme Q10 via gastric gavage. NIC:
the application protocol used was nicotine, and the animals received daily gastric gavage of 1
ml of vegetable glycerin. NIC-CoQ10: the application protocol used was nicotine and, as a
supplement, the animals received 120 mg of CoQ10 via gastric gavage. Euthanasias were
performed at 7 and 28 days after surgery. The colleted pieces were processed with
desmineralization for histological analysis, area of neofomad bone tissue, histomorfometric
analysis (PTON) and immunohistochemistry for the detection of BMP2, OCN and TRAP; and
without desmineralization for direct bone/implant contat (BIC) analysis. Regarding boné-
implant contact, the SS, SS-Q10 and NIC-QZ10 groups showed higher BIC in all experimental

periods When compared to the NIC group. The histological analysis of the periimplant tissues



Abstract
showed that the NIC-Q10 group presented histological characteristics that were similar to the
control group, however, with a greater amount of periimplant bone tissue and less connective
tissue. In immunohistochemical staining patterns, when compared to the SS group, the NIC-
Q10 group showed lower immunostaining for and OCN, lower staining for TRAP and there
were no diferences regarding BMP2 staining. Within the limits of the presente study, it can be
concluded that Coenzyme Q10 exerted a positive influence on periimplant bone remodeling in

osseointegrated implants.

Keywords: Nicotine. Repair. Coenzyme.
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1 INTRODUCAO"

A reabilitagdo protética dentaria é crucial, pois a localizacdo e o nimero de dentes
perdidos € um importante fator que afeta a qualidade de vida (Cattoni, Tete, Uccioli,
Manazza, Gastaldi, & Perani, 2020)*. Dentre as diferentes formas de reabilitacéo oral, o
implante é considerado a melhor op¢do atualmente, proporcionando maior retencéo,
suporte, estabilidade e eficiéncia mastigatoria, além de conforto e satisfacdo ao paciente
(Bellia, Audenino, Ceruti, & Bassi, 2020; Hosseini, Worsaae, Gotfredsen, 2019)?3 se
comparado aos outros tipos de proteses; e alta taxa de sucesso (Hasanoglu Erbasar,
Hocaoglu, & Erbasar, 2019)* apresentando, aproximadamente, 89% a 96% em um
periodo de 10 anos, em diferentes sistemas de implantes dentarios (Howe, Keys, &
Richards, 2019; Rismanchian, Bajoghli, Mostajeran, Fazel, & Eshkevari, 2009)%%. No
entanto, apesar de todos os beneficios da reabilitagdo com esses dispositivos, podem
haver falhas (Hasanoglu., Hocaoglu, & Erbasar 2019; Franchi, Bacchelli, Martini,
Pasquale, Orsini, Ottani, Fini, Giavaresi, Giardino, & Ruggeri 2004)*’. Diferentes
condicdes podem interferir no equilibrio do reparo implantar, tais como o tipo de
tratamento da superficie (Franchi, Bacchelli, Martini, Pasquale, Orsini, Ottani, Fini,
Giavaresi, Giardino, & Ruggeri 2004)’, diametro do implante e a qualidade do tecido
6sseo do leito receptor (Brink, Meraw, & Sarment 2007)%. Além do mais, condicdes
sistémicas desfavoraveis como o diabetes (Siqueira, Cavalher-Machado, Arana-Chavez,
& Sannomiya 2003)°, osteoporose (Keller, & Steiger 2004)*, imunossupressio (Duarte,
Nogueira Filho, Sallum, de Toledo, Sallum, & WNociti Janior 2001; Sakakura,
Marcantonio, Wenzel, & Scaf, 2007)%*2, corticoide (Fujimoto, Niimi, Sawai, & Ueda
1998)%3, cigarro (Ma, Zwahlen, Zheng, & Sham 2011)%, o tratamento de lesGes
cancerigenas (Nack, Raguse, Stricker, Nelson, & Nahles 2015; Al-Mahalawy, Marei,
Abuohashish, Alhawaj, Alreface, & Al-Jandan 2016; Javed, Rahman, & Romanos
2019)11818 ¢ processos redox eletroquimicos que ocorrem em suas superficies metalicas
(Tang, Chen, Yan, Shen, Wang, Weng, Wu, Xie, Shao, Yang, & Shen, 2020; Hameister,
Kaur, Dheen, Lohma, & Singh, 2020)!"1°. Recentemente, foi relatado que os processos
redox eletroquimicos que ocorrem nas superficies dos implantes biocompativeis tém um
efeito profundo nos tecidos locais ao redor desses dispositivos periimplantes e

intensificando a sua resposta inflamatdria, sendo as reacGes de estresse oxidativo a

Normalizado de acordo com Journal of Clinical Periodontology
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/1600051x/homepage/forauthors.html
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principal causa de falhas nos implantes. Embora as espécies reativas de oxigénio (ERO)
sejam subprodutos metabolicos normais, elas desempenham papéis importantes na
resposta inflamatoria, servindo como moléculas sinalizadoras e efetoras. Os
intermediérios de oxigénio reativos produzidos nas interfaces implante/osso servem
como fortes quimioatrativos para o recrutamento de celulas imunes, levando a danos
teciduais e fibrose, enquanto os EROs produzidos pelas células imunes podem levar
diretamente a corrosdo dos implantes. Um desequilibrio entre a geracdo excessiva de
ERO e um mecanismo de defesa antioxidante insuficiente dificulta a osseointegracao
(Tang, Chen, Yan, Shen, Wang, Weng, Wu, Xie, Shao, Yang, & Shen, 2020; Hameister,
Kaur, Dheen, Lohma, & Singh, 2020)!"8, Hameister et al (2019), relatou que tais
processos ja ocorrem no proprio ato cirurgico (Hameister, Kaur, Dheen, Lohmann, &
Singh 2020)* . O tabagismo esta, com certeza, entre os principais vicios que a
humanidade esta exposta, e a nicotina, considerada 0 maior componente ativo da fase
particulada do cigarro (Benowitz 2008).%°, parece causar severas alteracdes no
metabolismo corpdreo. Fumantes tém uma maior taxa de perda dentaria do que 0s ndo
fumantes, e as demandas por implantes dentarios em pacientes fumantes tém sido
gradualmente aumentada (Jansson, & Lavstedt 2002)%°. Em 1977, (Mosely, & Finseth)?
sugeriram que a nicotina agia negativamente no processo de cicatrizacdo, levando a
vasoconstricdo tecidual, diminuicdo da proliferacéo de linfocitos, fibroblastos e colageno
(Skinovsky, Malafaia, Chibata, Tsumanuma, Panegalli, Filho, & Martins 2016)??. Em
2006, Figuero et. al., também confirmou o efeito inibitério da nicotina para a atividade
da metaloproteinase-1 (MMP-1), MMP-2, e MMP-9 (Figuero, Soory, Cerero, &
Bascones 2006)* . A reducdo da producéo de linfocitos leva a inibi¢do da formagéo de
novos vasos sanguineos, causando deficiéncia no oxigénio circulante,que é um fator
essencial para a sintese de colageno (Skinovsky, Malafaia, Chibata, Tsumanuma,
Panegalli, Filho, & Martins 2016)?> . Estudos in vitro demonstraram inibicdo da
proliferacdo, migracdo, quimiotaxia e reducdo na producdo de colageno tipo | e Il em
culturas de fibroblastos tratados com nicotina (Yin, Morita, & Tsuji 2003; Sgrensen,
Toft, Rygaard, Ladelund, Paddon, James, Taylor, & Gottrup 2010)*24, Esses achados
indicam a reducdo da biossintese do coldgeno em pacientes que fazem uso do tabaco
(Skinovsky, Malafaia, Chibata, Tsumanuma, Panegalli, Filho, & Martins 2016; Sgrensen
2012)%22% Preocupantemente, esse composto também desempenha um efeito nocivo
sobre a capacidade de reparo (César-Neto, Duarte, Sallum, Barbieri, Moreno Jr, & Nociti

Jr 2003)%. A neoformacio dssea requer o recrutamento de células multipotentes do
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sistema mesenquimal, as quais sdo capazes de se proliferar e se diferenciar em uma
variedade de tipos de células, incluindo ososteoblastos (Fang & Hall 1997)%’. Tem sido
sugerido que a nicotina pode levar a alteragfes na proliferacdo, na diferenciacdo e na
expressdo génica de osteoblastos (Rothem, Rothem, Dahan, Eliakim, & Soudry 2011).
28, Estas células osteoblasticas, por sua vez, estdo envolvidas na diferenciagdo e funcéo
osteocléastica via interacdo célula a célula (Suda, Takahashi, Udagawa, Jimi, Gillespie,
& Martin 1999)?°. Tais eventos ocorrem quando o receptor ativador de NF Kappa B
ligante (RANKL) ativa seu receptor ativador de NF Kappa p (RANK), situado na
membrana plasmaética de osteoclastos e pré-osteoclastos, regulando positivamente a
reabsorcao 6ssea. Em contrapartida, uma regulacdo negativa da reabsorcao 6ssea ocorre
quando a osteoprotegerina (OPG) se liga a RANKL, impedindo sua interacdo com
RANK e a ocorréncia dos eventos citados anteriormente. Assim, 0 sistema
RANK/RANKL/OPG exerce papel central na regulacdo local da osteoclastogénese,
ativacdo de osteoclastos e inibicdo de apoptose em osteoclastos maduros (Yasuda,
Shima, Nakagawa, Yamaguchi, Kinosaki, Mochizuki, Tomoyasu, Yano, Goto,
Murakami, Tsuda, Morinaga, Higashio, Udagawa, Takahashi, & Suda, 1998; Fuller,
Wong, Fox, Choi, & Chambers 1998)3°3!. Sabe-se que a nicotina exerce acio direta na
proliferacdo e maturacdo de osteoblastos (Suda, Takahashi, Udagawa, Jimi, Gillespie, &
Martin 1999; Theiss, Boden, Hair, Titus, Morone, & Ugbo, 2000; Pereira, Carvalho,
Peres, & Fernandes 2010)2°3%3° sugerindo que ela pode exercer efeito indireto sobre
reabsorcdo 0ssea, via regulacdo do sistema RANK/RANKL/OPG. (Tanaka, Tanabe,
Kawato, Nakai, Kariya, Matsumoto, Zhao, Motohashi, & Maeno 2013)% reportaram que
ela aumenta o niUmero de osteoclastos com poucos nucleos e suprime a quantidade de
osteoclastos com grandes nucleos. RANKL aumentado ou uma expressdo local
diminuida de OPG pode causar reabsorcéo 6ssea em varios locais do esqueleto humano
(Dommisch, Kuzmanova, Jonsson, Grant, & Chapple 2018)*°. (Moraschini, & Barboza
2016)%" e (Naseri, Yaghini, & Feizi 2020)*, em uma meta-analise comparando 0s
resultados de 15 e 23 artigos, respectivamente, apontaram diferenca estatisticamente
significante de falhas de implantes favorecendo o grupo de ndo fumantes, bem como
uma maior quantidade de perda 6ssea marginal no grupo de fumantes (Sanchez-Pérez,
Moya-Villaescusa, & Caffesse 2007)® sugeriram que um consumo maior que 20
cigarros/dia pode aumentar o risco de falhas de implantes em 30,8%. Outros estudos
indicam que o uso do tabaco esta associado com comprometimento do processo de reparo

0sseo pés-operatorio (Tanaka, Tanabe, Kawato, Nakai, Kariya, Matsumoto, Zhao,
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Motohashi, & Maeno 2013; Moraschini, & Barboza 2016)%*3’, maior taxa de perda
Ossea, reducao da qualidade e densidade dssea (Sanchez-Pérez, Moya-Villaescusa, &
Caffesse 2007; Pinto, Bosco, Okamoto, Guerra, & Piza 2002; Machado, Dias, Bosco,
Okamoto, Bedran de Castro, & Dornelles, 2010)*®“°, e maior incidéncia de peri-
implantites (Yamano, Berley, Kuo, Gallucci, Weber, & Sukotjo, C 2010)*, todos
contribuindo para maior taxa de faléncias de implantes entre fumantes em comparacéo
com ndo fumantes (Ward, & Klesges 2001; Rivera-Hidalgo 2003; Haas, Haimbdck,
Mailath, & Watzek 1996; Chuang, Wei, Douglass, & Dodson 2002).42454647 'Em estudos
realizados (Berley, Yamano, & Sukotjo 2010)*® e (Yamano, Berley, Kuo, Gallucci,
Weber, & Sukotjo 2010)* houve uma diminuicdo estatisticamente significante no
contato osso/implante entre ratos expostos a nicotina nas quatro semanas de
acompanhamento, em comparagao com ratos ndo expostos (Javed, Rahman, & Romanos
2019)®8 . Todavia, recentemente, acredita-se que esses efeitos catabolicos indesejaveis
da nicotina podem ser minimizados com a suplementacdo oral da coenzima Q10
(CoQ10), (Figuero, Soory, Cerero, & Bascones 2006)%.

A CoQ10 é uma coenzima natural, também conhecida como ubiquinona quando oxidada
e ubiquinol, quando reduzida. E um produto quimico lipossolivel com propriedades
antioxidantes; exdgeno e enddgeno, isto &, pode ser sintetizado no figado e também esta
disponivel nos alimentos ou suplementos, desempenhando um papel crucial no
aproveitamento de ATP, onde estd envolvido em processos redox e no transporte de
elétrons nas mitocéndrias, eliminando EROs e radicais livres, protegendo as células
contra o estresse oxidativo e o envelhecimento (Figuero, Soory, Cerero, & Bascones
2006; Kuzmanova, Jonsson,Grant, & Chapple 2018; Manthena, Penubolu, Putcha, &
Harsha 2015; Shukla, & Dubey 2018; Varela-Lopez, Bullon, Battino, Ramirez-Tortosa,
Ochoa, Cordero, Ramirez-Tortosa, Rubini, Zizzi, & Quiles 2016; Prakash, Sunitha, &
Hans 2010; Raut, Sethi, Kohale, Mamajiwala, & Warang 2018)** A CoQ10 vem
sendo amplamente utilizada como agente profilatico e terapéutico (Kuzmanova,
Jonsson,Grant, & Chapple 2018)*°. Estudos atuais demostram que a administragdo oral
de CoQ10 é relacionada ao tratamento de varias doencas humanas como
cardiomiopatias, Parkinson, Alzheimer, diabetes (Manthena, Penubolu, Putcha, &

Harsha 2015)®°, distrofias e doenca periodontal.

Muitos dos alimentos ricos nesta substancia sdo consumidos em nossa dieta, como por

exemplo, frutas e vegetais, nozes, amendoim, peixes, carnes, pdo integral e soja.A CoQ10
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foi isolada pela primeira vez em 1957 em mitocdndrias de carne bovina, e é encontrada
em altas concentragdes em tecidos corpdreos com grande rotatividade de energia, como
coragao, cérebro e rins. E um composto onipresente vital e esta relacionada & uma série
de atividades relacionadas com energia e metabolismo. Tem sido indicada no tratamento
de doencas cardiacas, neuroldgicas, oncoldgicas e imunoldgicas; apresentando atividade
de transferéncia adequada de elétrons dentro da cadeia respiratoria oxidativa
mitocondrial, cuja principal funcdo é a producdo de ATP (adenosina trifosfato); além
disso, ajuda na eliminacdo de antioxidantes e estabilizacdo dos canais de calcio. Grande
parte da pesquisa em apoio a suplementacdo de coenzima Q10 se baseou em pacientes
com insufiéncia cardiaca crénica, em que em analise do tecidual do miocardio, este
apresentou aumento de estresse oxidativo e concentracdes diminuidas de CoQ10.
(Dommisch, Kuzmanova, Jonsson, Grant & Chapple, 2018; Manthena, Rao, Penubolu,
Putcha, & Harsha 2015; Shukla, & Dubey 2018; Varela-Lopez, Bullon; Battino,
Ramirez-Tortosa, Ochoa, Cordero, Ramirez-Tortosa, Rubini, Zizzi & Quiles 2016;
Prakash, Sunitha & Hans 2010). 452

(Figuero, Soory, Cerero, & Bascones 2006)*® realizaram um estudo in vitro com dois
tipos diferentes de células humanas: osteoblastos e fibroblastos para analisar os efeitos de
um agente oxidante (nicotina) e antioxidantes, dentre eles a CoQ10. Tais células, quando
incubadas com a nicotina resultaram em uma drastica reducéo de seus produtos. Por outro
lado, quando incubadas com a CoQ10, seus valores de controle foram restaurados; sendo
que as células formadoras de tecido 6sseo foram as mais influenciadas pela acao
antioxidante (Figuero, Soory, Cerero, & Bascones 2006)*. Portanto, o uso da CoQ10
melhora a utilizacdo de oxigénio no tecido gengival, parecendo reduzir o mecanismo da
degradacdo do colageno, que é severo em pacientes fumantes, fazendo com que o nimero
de fibroblastos seja maior, facilitando o reparo tecidual (Varela-Lopez, Bullon, Battino,
Ramirez-Tortosa, Ochoa, Cordero, Ramirez-Tortosa, Rubini, Zizzi, & Quiles 2016)° .0
processo de formacdo e reabsorcdo Ossea pela via RANK/RANKL/OPG também é
modificado. O resultado é a regulacdo da interacdo entre esses mediadores, diminuindo a
osteoclastogénese e aumentando a osteogénese (Raut, Sethi, Kohale, Mamajiwala, &
Warang 2018)**. (Manthena, Penubolu, Putcha, & Harsha 2015)°° , & partir de seus
estudos, sugeriu que a dose segura para suplementacdo de CoQ10 em humanos é de
120mg, via oral, diariamente. O uso prolongado com baixas doses de CoQ10 parece ser

eficaz em minimizar a reabsorcdo 0ssea (Raut, Sethi, Kohale, Mamajiwala, & Warang
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2018)%*, e a deterioragdo do colageno (Varela-Lopez, Bullon, Battino, Ramirez-Tortosa,
Ochoa, Cordero, Ramirez-Tortosa, Rubini, Zizzi, & Quiles 2016)%? , proporcionando
melhoras no sistema de reparo, no DNA celular e modulando a sinalizacéo inflamatdria
((Raut, Sethi, Kohale, Mamajiwala, & Warang 2018)°>*. Diante da auséncia de
informacBes na literatura atual a respeito do comportamento dos implantes nestas
condic@es, principalmente relacionadas com os efeitos deletérios da nicotina, como agéo
direta na proliferacdo e maturacdo de osteoclastos, exercendo efeito indireto sobre a
reabsorcao 0ssea, e os efeitos benéficos da CoQ10 em promover a reducdo de EROs e
radicais livres, protegendo as células contra o estresse oxidativo e envelhecimento; é de
extrema importancia o conhecimento acerca do reparo peri-implantar relacionado a esses
casos. Deste modo, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar do ponto de vista
histolégico, histométrico (PTON e BIC) e atraves de marcadores imunoistoquimicos, a
influéncia da suplementacdo oral com CoQ10 no reparo periimplantar em implantes

instalados em tibias de ratos modificados sistemicamente, ou ndo, pela nicotina.
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2 OBJETIVO

O proposito do presente estudo foi avaliar do ponto de vista histomorfométrico e através de
marcadores imunoistoquimicos, a influéncia da Coenzima Q10 sobre o processo de reparo
periimplantar em implantes instalados em tibias de ratos modificados sistemicamente ou néo

pela nicotina.

2.1 Objetivos Gerais

A - Avaliar o reparo periimplantar de implantes instalados em tibias de ratos ndo modificados

sistemicamente;

B - Avaliar o reparo periimplantar de implantes instalados em tibias de ratos ndo modificados

sistemicamente pela nicotina e que receberdo suplementacdo com Coenzima Q10;

C - Avaliar o reparo periimplantar de implantes instalados em tibias de ratos modificados

sistemicamente pela nicotina;

D- Avaliar o reparo periimplantar de implantes instalados em tibias de ratos modificados

sistemicamente pela nicotina e que receberao suplementacdo com Coenzima Q10.

2.2 Objetivos Especificos

Constituem objetivos especificos do presente estudo, andlise da influéncia da Coenzima Q10
no reparo periimplantar de implantes instalados em tibias de ratos modificados ou nao

sistemicamente pela nicotina por meio de:

» Avaliagao histométrica do contato linear entre o tecido 6sseo e a superficie do implante;
* Avaliagdo histométrica da area de tecido 6sseo neoformado na regido periimplantar;

* Avaliacdo histolégica dos seguintes parametros:

a — Intensidade da resposta inflamatéria local;

b — Extensdo do processo inflamatério;
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¢ — Padré&o de estruturacdo do tecido 6sseo compacto neoformado;

d — Padrdo de estruturacéo do tecido 6sseo esponjoso neoformado;

* Avaliacdo imunohistoquimica para detecc¢do de:

a - Proteina ¢ssea morfogenética — 2 (BMP-2), um marcador da inducéo de formacéo 6ssea;
b — Osteocalcina (OCN), um marcador especifico de “turn over” dsseo;

c - Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase), um
biomarcador de osteoclastos.

3 MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi enviado para avaliacdo e homologacdo pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” UNESP — Campus de Aracatuba, dentro das normas vigentes
adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos procedimentos
serdo realizados de acordo com os guias ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo

Experiments), (Kilkenny, Browne, Cuthill, Emerson, & Altman 2010)°¢ .

3.1 Animais

Foram utilizados 80 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos, de
aproximadamente 250 a 3509, provenientes do biotério central da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba, mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), com agua e racdo a
libitum. Os animais serdo divididos em dois grandes grupos experimentais (n=40) submetidos

a aplicacdes de solucdo salina (SS) ou de nicotina (NIC).

3.2 Calculo Amostral

Para determinacdo do tamanho amostral, dois pontos foram considerados: 1-Estudos
prévios com metodologia semelhante realizados em nosso laboratério (Gusman, Mello-Neto,
Alves, Matheus, Ervolino, Theodoro, & de Almeida 2018)°’. 2 — Foi realizado um estudo piloto

e determinada a diferenca minima entre as médias obtidas de cada tratamento. O tamanho da
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amostra foi calculado com base na literatura anterior (Matheus et. al., 2018), para um poder de
estudo de 0,8 e erro padréo alfa de 0,05 com base em um desvio padréo potencial de 12%, e na
suposi¢do de que uma diferenca de 10% entre grupos/periodos seria relevante. Cinco espécimes
foram suficientes para rejeitar a hipdtese nula no contato osso/implante (BIC), enquanto para
histologia, histometria de &rea 6ssea e imunohistoquimica, 10 espécimes serdo necessarias.
Estes dados foram submetidos ao BioEstat 5.0 (BioEstat5.0, Sociedade Civil de Mamiraug,
Belém, PA, Brasil).

3.3 Grupos Experimentais e Tratamentos

Utilizando de um programa computacional, os animais dos grupos SS e NIC foram
separados em 4 grupos, cada um composto por 20 animais, que receberam 0s seguintes

tratamentos:

Grupo SS (n=20): também chamado de grupo sham. Os animais pertencentes a este
grupo receberam duas aplicagdes subcutaneas diarias de 0,5 ml de solucédo de cloreto de sodio
0,9%(SS) durante todo o periodo experimental. Decorridos 30 dias apds inicio das aplicacdes
de SS por via subcutanea, foi realizada a instalacdo dos implantes no dia 0, e 0os animais
iniciaram a receber diariamente, via gavagem gastrica, 1 ml de glicerina vegetal até o final do

experimento.

Grupo SS-CoQ10 (n=20): Os animais pertencentes a este grupo receberam duas
injecOes subcutaneas diarias com 0,5ml de solucdo salina a 0.9%, durante todo o periodo
experimental. Decorridos 30 dias ap0s inicio das aplicagdes de SS por via subcutanea, foi
realizada a instalacdo dos implantes no dia 0, e os animais iniciaram a receber diariamente, via

gavagem gastrica, suplementacao diaria com 120mg de CoQ10 até o final do experimento.

Grupo NIC (n=20): Os animais pertencentes a este grupo receberam duas injecdes
subcutaneas diarias com 3 mg/kg de hemisulfato de nicotina por um periodo de 30 dias.
Decorridos 30 dias apds inicio das aplicaces de NIC por via subcutanea, foi realizada a
instalacdo dos implantes no dia 0, e se iniciaram a receber diariamente, via gavagem gastrica,
1 ml de glicerina vegetal até o final do experimento. Os animais, continuaram a receber

aplicagdes subcuténeas de NIC por mais 28 dias até o final do experimento.
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Grupo NIC-CoQ10 (n=20): Os animais pertencentes a este grupo receberam duas
injecBes subcutaneas com 3 mg/kg de hemisulfato de nicotina por um periodo de 30 dias.
Decorridos 30 dias apés inicio das aplicacdes de NIC por via subcutanea, foi realizada a
instalagdo dos implantes no dia O, e 0s animais iniciaram a receber diariamente, via gavagem
gastrica, suplementacdo diaria com 120mg de CoQ10 até o final do experimento. Os animais

continuaram a receber aplicagdes subcuténeas de NIC por mais 28 dias.

Tabela 1. Distribuicé@o dos grupos experimentais e periodos de eutanasia.

Grupos experimentais

Periodos de Eutanasia

Grupo SS 7 dias poés 28 dias pos
(n=20) ins_,talagéo dos ins_tala(;éo dos

implantes implantes

Grupo SS-CoQ10 7 dias pos 28 dias pos
(n=20) ins.talagéo dos ins.tala(;éo dos

implantes implantes

Grupo NIC 7 dias pos 28 dias pos
(n=20) ins.talagao dos ins.tala(;éo dos

implantes implantes

Grupo NIC-CoQ10 7 dias pos 28 dias pos
(n=20) ins.talagao dos ins.tala(;éo dos

implantes implantes

3.4 Periodos experimentais

Os animais receberam hemissulfato de nicotina ou soluc¢éo salina durante 30 dias antes
da cirurgia. Os implantes foram instalados no dia “0” e o protocolo de administragdo de NIC e
SS prosseguiu por 28 dias. No dia da cirurgia se iniciou o protocolo de aplicacdo da coenzima
Q10. As eutanasias foram realizadas por meio de superdosagem anestésica (150mg/kg de
thiopental-Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brazil) aos 7 e 28 dias ap0s a instalacdo dos implantes,

sendo que serdo eutanasiados 10 animais por grupo/periodo.
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3.5 Linha do Tempo

Figura 1. Linha do tempo: administracdao de medicamentos e periodos de eutanasia.

Inicio da CoQ10

. ou glicerina . ]
-30 dias Dia 0 7 dias 28 dias
| ] | |
Inicio SS 5
Instalacdo ASi fci
ou NIC ¢ Eutanasia Eutanasia

dos implantes

3.6 Protocolos experimentais

3.6.1 Protocolo de administracdo de nicotina ou solucdo de cloreto de sédio

A cada 12 horas os animais receberam injecdes subcutaneas de nicotina ou solucéo
salina na regido dorsal em horario pré-estabelecido, com inicio 30 dias antes da instalacdo dos
implantes, permanecendo até o fim do periodo experimental. O hemissulfato de nicotina
(Sigma, St.Louis, MO, USA) foi diluido em solucéo salina na concentracdo de 5mg/ml. Para
cada animal foi administrado um volume da solucéo diluida, na dosagem de 3mg/kg de peso de
acordo com o protocolo de estudo (Okamoto, Kita, Okuda, Tanaka, & Nakashima 1994)%. A
administracao da solucdo salina (cloreto de sodio 0,9%) foi realizada com o objetivo de simular

as mesmas condicOes de estresse diario proveniente das aplicacdes de nicotina.

3.6.2 Sedacdo e Anestesia

Os animais receberam anestesia geral, obtida pela associacdo de 70mg/kg de Cloridrato
de quetamina (Vetaset — ZoetisFlorham Park, NJ — USA) e 6mg/kg Cloridrato de xilazina
(Coopazine— Coopers Sdo Paulo— Brasil.), aplicados intramuscular no biceps femoris da pata
direita. Nos casos em que ndo se obtiver o efeito adequado do anestésico, a anestesia sera

suplementada com a metade da dose inicial aplicada.
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3.6.3 Protocolo de instalacdo dos implantes e grupos experimentais

Apos anestesia geral, a por¢do medial das patas direita e esquerda de cada animal foram
tricotomizadas e foi realizada a antissepsia com solugdo topica de iodopovidona a 10%. Os
animais foram posicionados em mesa operatdria apropriada, a qual permitiu a manutencéo do
animal em posigdo adequada para acesso as tibias. A seguir, uma incisdo de aproximadamente
30 mm foi realizada com lamina de bisturi 15 C pelo lado medial nas tibias. Apés a dissec¢éo,
com auxilio de um descolador de periosteo, o tecido 6sseo foi exposto e entdo foi perfurado um
leito bicortical na metéfise tibial proximal usando uma fresa de 2,0mm de didmetro (Titanium
FixA.S Technology, Sao José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil) montada em motor cirirgico com
980 rpm (KaVo Koncept Surg, Filial KaVo, Sao Paulo, Brasil), acompanhado por irrigacéo
constante com solucéo salina fisiologica e aspiracdo com sugador de alta poténcia. Nos leitos
preparados foram instalados um implante com superficie tratada por meio de jateamento e
ataque acido. Os implantes tinham 4,0 mm de comprimento e 2,2 mm de didmetro. A instalacao
foi realizada com auxilio de uma chave digital (1,2mm) acoplada ao hexagono do implante até
gue o mesmo atinja o nivel 6sseo. Em seguida, o tecido muscular foi suturado internamente
com fio 4.0 de poliglactina 910 (Vicryl- Johnson & Johnson do Brasil Ind. Com. Prod. para
Salde Ltda, S&o Bernardo do Campo, Brasil), e externamente com fio de seda 4.0 (Ethicon -

Johnson & JohnsondoBrasilind.Com. Prod.paraSaudeltda, Sdo Bernardo do Campo, Brasil).

3.6.4 Preparo e administracdo da Coenzima Q10

A solucdo de CoQ10 foi preparada utilizando glicerina vegetal como veiculo. A
concentracdo final do produto foi de 120mg de CoQ10/ ml de glicerina (Raut, Sethi, Kohale,
Mamajiwala, & Warang 2018; Caton, Armitage, Berglundh, Chapple, Jepsen, Kornman,
Mealey, Papapanou, Sanz, & Tonetti 2018)>*°°, Sendo assim, os animais dos grupos SS-CoQ10
e NIC-CoQ10 receberam, via gavagem gastrica, suplementacdo diaria com 1ml de solucéo
contendo 120mg de CoQ10 a partir do dia da instalacdo dos implantes. Os animais dos grupos
SS e NIC receberam, diariamente, 1 ml de glicerina vegetal via gavagem gastrica para simular

0 estresse a que 0s animais do grupo teste foram expostos.
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3.7 Processamentos laboratoriais

3.7.1 Processamento histolégico sem desmineralizacdo

Para a analise histométrica do contato direto osso/implante, apds fixacdo por 48 horas
em solugdo de paraformaldeido tamponado 4%, as tibias selecionadas foram submetidas a
lavagem em &gua corrente e a desidratacdo gradual em solugdes de concentragdes crescentes
de etanol com adicdo de fucsina, seguida por trocas de acetona. Foram, entdo, submetidas a
banhos de resina cristal de alta viscosidade e incluidas a vacuo, utilizando-se a mesma resina
com a adicdo do catalisador. Apos a presa do material, foram recortados 0s excessos de resina
e as pecas foram lixadas com lixas metalograficas de crescente granulagdo (#100 - #400 - #600
- #1200, CarbiMet 2, Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) até que atingissem a espessura de 50
pm(Caton, Armitage, Berglundh, Chapple, Jepsen, Kornman, Mealey, Papapanou, Sanz, &
Tonetti 2018)%*

3.7.2 Processamento histolégico com desmineralizacao

Apos fixacdo por 48 horas em solucdo de paraformaldeido tamponado 4%, as tibias
selecionadas foram submetidas a lavagem em agua e imersas em solugcdo desmineralizadora
(constituida de PBS acrescida de 10% de acido etileno diamino tetra-acetico — EDTA, durante
60 dias). Apos a desmineralizacdo, o implante foi removido com o auxilio de uma chave digital
(1,2 mm). As pecas foram lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas, impregnadas,
incluidas em parafina e seccionadas em micr6tomo, com 4 pm de espessura. A microtomia foi
executada seguindo um plano de corte longitudinal em relacdo a loja do implante e os cortes
seriados que corresponderam a porcao central da loja foram devidamente coletados. Seis
seccdes equidistantes compreendendo a porcdo central de cada alvéolo do implante foram
coradas com Hematoxilina & Eosina (HE) para analise histoldgica e histométrica de area de
tecido 6sseo neoformado, e trés outras seccdes também equidistantes e compreendendo a
porcdo central do alvéolo foram submetidas ao processamento imunohistoquimico para
deteccdo de BMP2, OCN e TRAP.

3.7.3 Processamento imunohistoquimico
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Para a analise imunoistoquimica, os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol
e hidratados em série decrescente de etanol (100°-100°-100°-90°-70°GL). A recuperagao
antigénica foi realizada através da imersao das laminas histolégicas em tampao especifico (Diva
de cloaker, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), em cémara pressurizada (Decloaking
chamber, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa
da reacdo imunoistoquimica, as laminas histolégicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4.
Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de perdxido de hidrogénio por 1 hora e 1%
de soro albumina bovina por 12 horas para bloqueio da peroxidase enddgena e bloqueio dos
sitios inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo
experimental foram divididas em trés lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes
anticorpos primarios: anti-BMP2, anti-OCN e anti-TRAP. Os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina
conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP
Streptavidin-Biotin Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). A revelacéo foi realizada utilizando
como cromodgeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit, Dako
Laboratories, CA, EUA). Foi realizado hematoxilina de Harris em BMP2, OCN e TRAP.

Os cortes foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e, recobertos com meio
de montagem (Permount, FisherScientific, SanDiego,CA,EUA) e laminulas de vidro. Como
controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente

suprimindo-se a utilizacdo do anticorpo primario.

3.8 Analise dos resultados

3.8.1 Analise histométrica de contato direto osso/implante

As mensuracGes do contato direto osso/implante foram realizadas utilizando-se um
sistema de analise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena,
Germany). A exigéncia determinada para a captura das imagens foi a de compreender o0 espaco
entre uma rosca do implante localizada em tecido 6sseo compacto e duas localizadas em tecido
6sseo esponjoso. Neste caso, foram realizadas medidas lineares apenas do tecido 6sseo em
intimo contato com a superficie das roscas do implante. As medidas obtidas foram expressas

em mm e como média + desvio padrdo em cada grupo experimental.



31

3.8.2 Analise histométrica da area de tecido 6sseo neoformado

As mensuracdes de area de tecido 6sseo neoformado na regido periimplantar foram
realizadas utilizando-se um sistema de andlise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany). A exigéncia determinada para a captura das
imagens foi a de compreender o espaco entre uma rosca do implante localizada em tecido ¢sseo
compacto e duas localizadas em tecido Gsseo esponjoso. A area de tecido 6sseo neoformado no
interior de cada rosca do implante foi expressa em mm?2 e como média + desvio padrdo em cada

grupo experimental.

3.8.3 Anélise histoldgica

A andlise histologica foi realizada nas seccbes coradas por hematoxilina e eosina,
obtidas pelo processamento histologico com descalcificacdo, e foi efetuada em microscopia
Optica avaliando-se os seguintes parametros: natureza e intensidade da resposta inflamatoria
local; extensdo do processo inflamatdrio; padréo de celularidade e estruturacdo do tecido 6sseo
compacto neoformado; padrdo de celularidade e estruturacdo do tecido Gsseo esponjoso

neoformado.

3.8.4 Analise imunohistoguimica

A analise imunohistoquimica foi realizada nos tecidos periimplantares com o auxilio de
um programa de analise de imagens (ImageLab, Diracom). Foi mensurada a quantidade de
células imunomarcadas por contagem para BMP2, OCN e TRAP. Os valores da imuno

marcacdo foram expressos como média * desvio padrao.

3.8.5 Analise estatistica dos dados

A normalidade e a homoscedasticidade dos dados foram analisados, e 0s mesmos foram
submetidos ao teste paramétrico ou ndo paramétrico mais adequado. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise do contato osso/implante (COIl)

Os resultados para a anélise de contato osso/implante (BIC ou COI) estdo representados
na figura 2. Na analise intergrupos, o grupo SS-Q10 (96,37+3,01; 97,93+2,52) apresentaram
maior BIC aos 7 e 28 dias, respectivamente, quando comparado ao grupo SS (90,37+5,26;
92,36+4,93) nos mesmos periodos (p<0,05). Na analise intragrupo, os grupos suplementados
com a coenzima apresentaram diferencas estatisticamente significante de BIC nos periodos de 7
e 28 dias (p<0,05).



Figura 2. Porcentagem de contato osso/implante.

Andlise de drea de contato osso/implante (BIC ou COI)
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Porcentagem de area de contato osso/ para cada grupo experimental. a) Médias e Desvios Padréo
(M+DP) da porcentagem da area de contato osso/implante (COI) na regido periimplantar para cada
grupo e periodo. Teste estatistico: ANOVA e Tukey (b-i). Fotomicrografias mostrando as
caracteristicas dos tecidos periimplantares nos grupos NIC 7d (b), NIC 28d (c), NIC-Q10 7d (d),
NIC-Q10 28d (e), SS 7d (f), SS 28d (g), SS-Q10 7d (h) e SS-Q10 28d (f). Coloragéo: Fucsina.
Barras de escala: b,c,d,e, f, g, h,i: 100 pm.
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4.2 Andlise de Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTON)

Os resultados para a analise de tecido 6sseo neoformado (PTON) estdo representados na
figura 3a. Na analise intergrupos, o grupo SS (55,49+5,90) e SS-Q10 (62,43+6,93) apresentaram
menor PTON aos 7 dias, quando comparado ao grupo SS (67,73+8,11) e SS-Q10 (65,22+5,49)
aos 28 dias (p<0,05). Na analise intragrupo, os grupos suplementados com a CoQ10, SS-Q10
(62,4316,93; 65,22+5,49) e NIC-Q10 (61,86+4,72; 62,67,68+8,31) apresentaram diferencas
estatisticamente significantes de PTON nos periodos de 7 ¢ 28 dias (p<0,05).

Figura 3. Porcentagem de tecido 6sseo neoformado e caracteristicas histologicas dos
tecidos periimplantares.
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Andlise de drea de tecido 6sseo neoformado (PTON)
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Porcentagem de tecido Osseo neoformado e caracteristicas histologicas dos tecidos
periimplantares para cada grupo experimental. a) Médias e Desvios Padrao (M+DP) da
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTON) na regido periimplantar para cada grupo
e periodo. Teste estatistico: ANOVA e Tukey (b-h). Fotomicrografias mostrando as
caracteristicas histologicas dos tecidos periimplantares nos grupos NIC 7d (b), NIC 28d
(c), NIC-Q10 7d (d), NIC-Q10 28d (e), SS 7d (f), SS 28d (g), SS-Q10 7d (h) e SS-Q10 28d
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4.3 Andlise histoldgica dos tecidos periimplantares

Os resultados para a analise histoldgica estdo representados na figura 3a. No grupo SS
constatou-se aos 7 e 28 dias um predominio de tecido dsseo vital na regido periimplantar, tanto
nas roscas situadas em tecido 6sseo compacto quanto nas roscas constituidas por tecido 6sseo
medular. Nestes diferentes tipos de tecido 6sseo observou-se pequena quantidade de osteoclastos
ativos, grande quantidade de lacunas preenchidas por ostedcitos e a superficie da matriz dssea
revestida por osteoblastos ou células de revestimento 6sseo. Em algumas regifes, especialmente
aos 7 dias, observou-se associado a este tecido 0sseo uma pequena quantidade de tecido
conjuntivo, composto por quantidades equivalentes de fibroblastos e fibras colagenas, sendo
raros os focos de células inflamatdrias. Aos 60 dias, constatou-se poucas regides ocupadas por
tecido conjuntivo e os espacos medulares do tecido 0sseo se mostravam ocupados por tecido

hematopoético.

Nos grupos NIC-Q10, tanto aos 7 quanto aos 28 dias, as caracteristicas histologicas se
mostraram similares ao grupo controle, no entanto, com maior quantidade de tecido 6sseo peri-
implantar e menor quantidade de tecido conjuntivo. No tecido 0sseo peri-implantar observou-se
raros osteoclastos, grande quantidade de lacunas ocupadas por ostedcitos, a matriz 0ssea se

apresentou revestida predominantemente por células de revestimento 6sseo.

4.4 Anélise imunohistoquimica

A reacdo imunoistoquimica utilizada para deteccdo de BMP2, OCN e TRAP mostrou alta
especificidade por esses biomarcadores, confirmada pela completa auséncia de marcacdo no
controle negativo. A imunomarcacao apresentou coloracdo acastanhada, confinada ao citoplasma

para TRAP e confinada ao citoplasma e fracamente a matriz extracelular para BMP2 e OCN.
4.5 Anélise imunohistoquimica dos tecidos periimplantares (OCN)

Os resultados da analise de contagem de células imunorreativas a OCN estdo
apresentados na Figura 4A. Na analise intergrupo quando comparado ao grupo SS (160,93+036),
0 grupo SS-Q10 (136,07+24,74) apresentou maior namero de células OCN-positivas no periodo
de 7. Aos 28 dias, o grupo SS (73,29+13,32) apresentou maior niamero de células OCN-positivas
quando comparado ao SS-Q10 (43,71+14,28) (p<0,05). Na analise intragrupo, o grupo SS
apresentou diferenca estatistica no numero de células OCN-positivas em todos o0s
periodos(p<0,05).



Figura 4. Padrdo de Imunomarcacdo (OCN) nos tecidos periimplantares.

Andlise Imunoistoquimica dos tecidos periimplantares
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Padrdo de imunomarcac¢do de OCN nos tecidos periimplantares para cada grupo experimental. a)

Médias e Desvios Padrdo (M+DP) da contagem de células OCN positivas na regido periimplantar
para cada grupo e periodo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis e Dunn (b-i). Fotomicrografias
mostrando o padrdao de imunomarcacgao para OCN nos tecidos periimplantares nos grupos NIC 7d
(b), NIC 28d (c), NIC-Q10 7d (d), NIC-Q10 28d (e), SS 7d (f), SS 28d (g), SS-Q10 7d (h) e SS-Q10 28d
(f). Coloragdo: Hematoxilina de Harris. Barras de escala: b,c,d,e, f, g, h: 100 um.
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4.6 Analise imunohistoquimica dos tecidos periimplantares (BMP2)

Os resultados da andlise de contagem de células imunorreativas a OCN estdo
apresentados na Figura 5A. Na analise intergrupo quando comparado ao grupo SS (73,67+3,58;
72,2+6,10), o grupo SS-Q10 (119,86+23,36; 67,46+6,65) apresentou maior nimero de células
BMP2-positivas nos periodos de 7 e 28 dias. (p<0,05). Na analise intragrupo, o grupo SS-Q10
(119,86+23,36) e NIC (114,54+9,88) quando comparados ao grupo SS (73,67+3,58) aos 7 dias.
Aos 28 dias, o numero de células BMP2 foi menor no grupo NIC (21,92+8,07) quando
comparado ao SS (72,2+6,10) no mesmo periodo. Nao houveram diferencas estatistica no

numero de células BMP2-positivas nos demais grupos e periodos. (p<0,05).

Figura 5. Padrdo de Imunomarcacdo (BMP2) nos tecidos periimplantares.
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Padrao de imunomarcagdo de BMP2 nos tecidos periimplantares para cada grupo experimental.
a) Médias e Desvios Padrdo (M+DP) da contagem de células BMP2 positivas na regido
periimplantar para cada grupo e periodo. Teste estatistico: Kruskal-Wallis e Dunn (b-i).
Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcagéo para BMP2 nos tecidos periimplantares
nos grupos NIC 7d (b), NIC 28d (c), NIC-Q10 7d (d), NIC-Q10 28d (e), SS 7d (f), SS 28d (g), SS-Q10
7d (h) e SS-Q10 28d (f). Colora¢do: Hematoxilina de Harris. Barras de escala: b,c,d,e, f, g, h: 100
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4.7 Andlise imunohistoquimica dos tecidos periimplantares (TRAP)

Os resultados da analise de contagem de células imunorreativas a TRAP estdo
apresentados na Figura 6A. Na analise intergrupo quando comparado ao grupo SS (24,41+13,28;
27,61+8,88), 0 grupo SS-Q10 (42,34+9,15; 36,86+13,23) apresentou menor numero de células
TRAP-positivas nos periodos de 7 e 28 dias. (p<0,05). Na andlise intragrupo, o grupo NIC
apresentou diferenca estatistica no numero de células TRAP-positivas em ambos o0s
periodos(p<0,05).

Figura 6. Padrdo de Imunomarcacdo (TRAP) nos tecidos periimplantares.
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5 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da Coenzima Q10 na remodelacdo 6ssea
periimplantar associado a modificacdo ou ndo pela nicotina. Nés refutamos a hipdtese nula,
tendo em vista que a utilizacdo de implantes de titdnio osseointegraveis ainda sdo a melhor
opcéo de reabilitacdes dentarias, mesmo que, alguns fatores sistémicos e locais possam gerar

falhas e prejudicar a osseointegracdo e a remodelagéo dssea. (Cury, Sendyk, & Sallum 2003).5°

Figuero et. al., 2006 (Figuero, Soory, Cerero, & Bascones 2006)*® realizaram estudos in vitro
avaliando as interacOes entre a CoQ10 e a nicotina em células fibroblasticas e osteoblasticas,
onde os valores controles foram restaurados quando incubadas com CoQ10, e as células

formadoras de tecido 0sseo foram as mais influenciadas pela agcdo antioxidante.

Nosso estudo se caracteriza como primeiro na literatura in vivo utilizando modelos animais,
avaliando a osseointegracdo de implantes em tibias em ratos modificados sistemicamente ou ndo

pela nicotina e suplementados com a CoQ10.

Aibrektsson (Papaspyridakos, Chen, Singh, Weber & Gallucci 2012) 5 apresentaram dados
sobre fatores que influenciam na osseointegracdo dos implantes. Durante a osseointegracao, as
causas mais frequentes para falhas de implantes dentarios incluem qualidade e quantidade
inadequadas de 0sso e tecido mole, doencas que afetam a cicatrizacdo 0ssea e habitos nocivos,
como o exemplo o tabagismo; além de técnicas protéticas e trabalhos irregulares (Levin &
Schwartz-Arad 2005). 2

Nos dias de hoje, o tabagismo é considerado um habito comum. A nivel da cavidade oral, o
efeito do tabaco é exercido sobre a microcirculacdo, produzindo uma reducdo da irrigacéo e,
consequentemente, sobre a nutricdo gengival e 6ssea (Cunha, Jorge, Sousa, Glauce Viana &
Vasconcelos)®® Estes fatores elevam o risco de desenvolvimento ou agravamento da leséo
periodontal, assim como podem influenciar na osseointegracdo de implantes dentarios. (Balaji
2008; Sham, Cheung, Jin & Corbet; Caetano-Lopes, Canhao & Fonseca; Datta, WF, Walker,
Tuck & Varanasi 2008).54-

A nicotina € conhecida por interferir no comportamento normal das células 6sseas, o qual €
indispensavel para o metabolismo 6sseo. Segundo (Henemyre, Scales, Hokett, Cuenin, Peacock
&Parker 2003)%, em um estudo com células da medula 6ssea suina, 0 aumento da concentragéo

de nicotina promove um aumento do niamero de células multinucleadas (osteoclastos).


https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Cury,%20Patricia%20Ramos%22
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Cury,%20Patricia%20Ramos%22
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Sallum,%20Antonio%20Wilson%22
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Durante a queima das substancias presentes no cigarro ocorre a liberacdo de produtos que
afetam fungdes celulares, relacionadas com ribossomos mitocondrias, gerando ERO (espécies
reativas de oxigénio) e ERN (espécies reativas de nitrogénio), as quais causam déficit de
enzimas antioxidantes, promovendo, estresse oxidativo e danos celulares (Balatsouka,
Gotfredsen, Lindh & Berglundh. 2005)."

Pereira et al. (Pereira, Carvalho, Peres, & Fernandes 2010)3* realizou um trabalho com o
objetivo de analisar o efeito da nicotina na proliferacdo e atividade funcional das células
osteoblasticas na superficie de implantes de titanio, e foi constatado que estas sdo afetadas pela
continua exposi¢do a nicotina. Os resultados obtidos através deste estudo levaram os autores a
concluir que existe a possibilidade de uma modulacéo direta da atividade osteoblastica, sendo
considerada um fator que contribui para o efeito total da nicotina no microambiente de 0sso ao
redor dos implantes dentarios (Datta Ng Walker, Tuck & Varanasi 2008).%8 Foi possivel
observar no atual estudo menor nimero de células TRAP- positivas nos grupos SS-Q10 e NIC-
Q10, indicando a diminuicédo da atividade osteoclastica e sugerindo a reversdo de caracteristicas
comuns em pacientes tabagistas, como o aumento da reabsorcéo e diminui¢do do volume 6sseo
(Tanaka, Tanabe, Kawato, Nakai, Kariya, Matsumoto, Zhao, Motohashi & Maeno 2013)%,
reequilibrando a formacdo Ossea com a reabsor¢do, caracteristica que afeta diretamente a

osseointegracdo dos implantes de titanio.

(Akel & Mohammad 2019)%° demonstram que uma concentracio baixa de nicotina leva a um
aumento da proliferacdo de osteoblastos e da expressdo de genes importantes para o
metabolismo 0sseo, enquanto concentracdes elevadas originavam efeitos contrarios. Verificou-
se gque o tabaco contribui para um aumento da mobilidade dentaria e consequente perda, com
uma incidéncia de 1,53 vezes mais frequente em pacientes fumantes, do que em ndo fumantes.
(Pickworth, Rosenberry, Gold & Koszowski 2014)° demonstrou uma taxa de insucesso de
16,6% em fumantes, comparando a uma taxa de insucesso de 6,9% em ndo fumantes, num
estudo realizado recorrendo a 56 pacientes e utilizando 187 implantes num periodo de tempo
de 4 anos. Quando incubada a coenzima Q10, aumenta o numero de fibroblastos e
osteoblastos®®, o que favorece a formacgdo e remodelagcdo déssea. Quando observadas as
caracteristicas histolégicas podemos analisar um padrdo similar entre ambos 0s grupos e
deteccdo de diferengas entre o numero de células OCN e BMP2-positivas, de acordo com
nossos achados sob a influéncia da nicotina e da influéncia da Coenzima Q10; o grupo SS-Q10
apresentou resultados similares de Contato Osso/Implante e de &rea de formagdo 6ssea quando

comparado ao grupo NIC-Q10.
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A partir da fundamentacdo de que os casos de pacientes fumantes com perdas dentéarias sdo
crescentes e corriqueiros na pratica clinica odontoldgica, visando reduzir algumas das falhas
nestes procedimentos com uma terapia coadjuvante, é de extrema importancia a avaliacdo da
osseointegracdo nessas condi¢cBes. Modelos animais tem sido utilizados para estudos ha
aproximadamente trés décadas e se mostram fontes confiaveis para anélise das alteracfes Osseas,

demonstrando padrdo semelhante & de humanos (Fagundes & Taha 2004)."

Apesar do contato osso/implante ser considerado pela literatura o padrdo de avaliagdo de sucesso
da instalacdo de implantes, outras caracteristicas devem ser levadas em consideracéo. CondicGes
sistémicas que afetam o metabolismo 6sseo nem sempre se refletem na diminuicdo do BIC, mas
podem afetar a area de tecido 6sseo neoformado entre as roscas do implante, sendo esse um fator
que se mostra importante quando avaliamos o implante em funcdo. A maior quantidade de tecido
0sseo esta diretamente relacionada com a capacidade de dissipacdo de forcas e, indiretamente,
relacionada com a criacdo de pontos de estresse entre o implante e 0 0sso. Quando comparamos
0S grupos, os suplementados com a CoQ10, SS-Q10 e NIC-Q10, apresentaram diferencas

estatisticamente significantes de PTON em ambos os periodos.

Extrapolando esses resultados para humanos, de acordo com nosso estudo pré-clinico, podemos
concluir que o tratamento com a Coenzima Q10 apresenta uma influéncia positiva na
remodelacdo 0ssea periimplantar, revertendo total ou parcialmente os efeitos da nicotina, assim
podendo apresentar melhora na taxa de sucesso e a longevidade de implantes de titénio,
entretanto, outros estudos em modelos animais, e posteriormente, em humanos sdo necessarios

para confirmar esses resultados.

6 CONCLUSAO

Diante das limitacGes do presente estudo, pode-se concluir que a Coenzima Q10 exerceu
uma influéncia positiva na remodelacdo Ossea periimplantar em implantes de titanio

osseointegrados.
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ANEXOS

ANEXO A - COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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