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RESUMO

SILVA, A. C. E. Macrogeometria e drug delivery como estratégias para a melhora
do reparo peri-implantar em tecido 6sseo osteopénico: caracterizagao histologica,
histométrica, molecular, biomecéanica e ultraestrutural da interface osso/implante.
2025. Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2025.

O presente estudo tem como objetivo avaliar diferentes estratégias que possam
contribuir com a melhora do processo de reparo periimplantar em ratas com
deficiéncia de estrogeno. Para isso, um novo modelo de implante de titdnio poroso
fabricado por manufatura aditiva que mimetiza o tecido ésseo osteopénico foi utilizado
como uma estrutura para levar medicamentos ou biomoléculas ao compartimento
periimplantar com o objetivo de promover melhores respostas de formagédo Ossea.
Para avaliar o reparo periimplantar em ratas com deficiéncia de estrégeno foi utilizado
o modelo de ovariectomia bilateral. Para isso, 90 ratas foram submetidas a
ovariectomia bilateral e separadas em dois grupos de acordo com o implante a ser
utilizado. Em um grupo foram utilizados implantes porosos e no segundo grupo
implantes convencionais (sdlidos). Os implantes foram funcionalizados com
teriparatida, Wnt3a ou ndo foram funcionalizados. Apds 30 dias da ovariectomia, todas
as ratas foram submetidas a instalacdo dos implantes de acordo com a superficie
correspondente ao seu grupo. Aos 14 dias apos a instalagdo dos implantes, foram
coletadas amostras para analisar a expressdo génica relativa de proteinas
relacionadas ao processo de reparo 6sseo usando PCR em tempo real e analise de
torque reverso. A analise da microarquitetura do tecido 6sseo peri-implantar foi
avaliada aos 14, 28 e 42 dias pos-operatorios por meio de microtomografia
computadorizada. Os dados paramétricos foram comparados por meio de testes
ANOVA de 1 e 2 fatores. Como pds-teste, foram aplicados os testes de Sidak e Tukey
em um nivel de significancia de 5%. Foram encontrados valores mais altos de torque
de remogao no grupo OVX WNT com implantes sélidos em comparagao com os outros
grupos experimentais. Quanto a expresséo génica relativa das proteinas envolvidas
no processo de reparo 0sseo, os grupos OVX WNT e OVX PTH apresentaram valores
maiores em comparagao com o grupo OVX Tl. Os grupos OVX WNT e OVX PTH
apresentaram melhores caracteristicas microestruturais do tecido Osseo peri-

implantar, conforme avaliado por microtomografia computadorizada. Com base



nesses resultados, pode-se concluir que a manufatura aditiva € uma ferramenta aliada
na busca de melhores respostas celulares durante o processo de reparo peri-implantar
e, associada a administracao local de biomoléculas, pode otimizar o reparo do tecido
0sseo osteopénico.

Palavras-chave: implantes dentarios; proteina wnt3; teriparatida; sistemas de

liberacdo de medicamentos.



ABSTRACT

SILVA, A. C. E. Macrogeometry and drug delivery as strategies to improve peri-
implant repair in osteopenic bone tissue: histological, histometric, molecular,
biomechanical and ultrastructural characterization of the bone/implant interface. 2025.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2025.

The aim of this study was to evaluate different strategies that could help improve the
peri-implant repair process in estrogen-deficient rats. To this end, a new model of
porous titanium implant made by additive manufacturing that mimics osteopenic bone
tissue was used as a structure to deliver drugs or biomolecules to the peri-implant
compartment with the aim of promoting better bone formation responses. The bilateral
ovariectomy model was used to evaluate peri-implant repair in estrogen-deficient rats.
For this purpose, 90 female rats underwent bilateral ovariectomy and were divided into
two groups according to the implant to be used. Porous implants were used in one
group and conventional (solid) implants in the second. The implants were
functionalized with teriparatide, Wnt3a or were not functionalized. After 30 days of
ovariectomy, all the rats underwent implant installation according to the surface
corresponding to their group. At 14 days after implant installation, samples were taken
to analyze the relative gene expression of proteins related to the bone repair process
using real-time PCR and reverse torque analysis. The analysis of the microarchitecture
of the peri-implant bone tissue was evaluated at 14, 28 and 42 days post-operatively
using computerized microtomography. Parametric data were compared using 1-factor
and 2-factor ANOVA tests. As a post-test, the Sidak and Tukey tests were applied at
a 5% significance level. Higher removal torque values were found in the OVX WNT
group with solid implants when compared to the other experimental groups. As for the
relative gene expression of the proteins involved in the bone repair process, the OVX
WNT and OVX PTH groups showed increased values compared to OVX Tl. The OVX
WNT and OVX PTH groups showed better microstructural characteristics of the peri-
implant bone tissue as assessed using computerized microtomography. Based on
these results, it can be concluded that additive manufacturing is an allied tool in the
search for better cellular responses during the peri-implant repair process, and
associated with the drug delivery of biomolecules, it can optimize bone repair in
osteopenic bone tissue.



Keywords: dental implants; wnt3 protein; teriparatide; drug delivery systems.
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1 INTRODUGAO

O estudo de implantes osseointegraveis como substitutos para perdas
dentarias tem despertado o interesse de grandes pesquisadores desde a descoberta
da osseointegragéo, introduzida por Branemark em 1965," transformando o exercicio
da odontologia e revolucionando os conceitos de reposi¢cdo de dentes perdidos.” A
osseointegragdo consiste na unido direta, estrutural e funcional entre o tecido ésseo
e o implante, sendo de fundamental importancia para o alcance do sucesso nos
tratamentos reabilitadores com proteses implantossuportadas.? Atualmente, os
implantes osseointegraveis sdo considerados padr&o ouro no tratamento reabilitador
de pacientes parcial ou totalmente edéntulos, com progndstico de sucesso proximo a
100%.3 Em vista do aumento da expectativa de vida das populagdes e sua relagéo
direta com o edentulismo, ha uma necessidade crescente do tratamento de pacientes
idosos com implantes dentarios, possibilitando melhora da fungdo mastigatéria e da
qualidade de vida desses individuos. Concomitante ao envelhecimento, ocorre um
aumento da incidéncia de alteragbes metabdlicas, incluindo a osteoporose.*® Esta
alteragao sistémica é classicamente reconhecida como um problema de saude
significativo em mulheres, pela deple¢ado no fornecimento de estrégeno na fase pos-
menopausa afetando mais de 200 milhdes de mulheres no mundo todo.® O estrogeno
em baixas concentracbes promove o aumento da reabsorcdo éssea através do
aumento da osteoclastogénese, causando desequilibrio do processo de remodelagéo,
resultando em diminuicdo da massa 0ssea, deterioragao da microarquitetura do tecido
0sseo com consequente aumento da fragilidade Ossea e da susceptibilidade a
fraturas.” Essa alteragdo no metabolismo 6sseo pode comprometer o prognoéstico do
tratamento reabilitador, uma vez que a quantidade e a qualidade éssea do leito
receptor do implante esta diretamente relacionada a estabilidade primaria do implante,
aspecto que possibilita melhores respostas de reparo periimplantar e raramente é
alcangado em individuos portadores da osteoporose.® Além disso, a estabilidade
biolégica do implante, consecutiva a estabilidade primaria, também pode ser
comprometida, uma vez que esta necessita de um funcionamento adequado do
processo de remodelagdo O0ssea para que um o0sso com propriedades bioldgicas
adequadas seja formado no compartimento periimplantar.® Dessa forma, o
desequilibrio do metabolismo Osseo leva a uma formagdo Ossea defeituosa,
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prejudicando a osseointegracdo, podendo levar a falha as reabilitacbes a longo

prazo.'o"

Nas ultimas décadas, uma série de terapias farmacologicas foram introduzidas
para o tratamento da osteoporose pds-menopausica com o intuito de aumentar a
densidade mineral 6ssea e reduzir a ocorréncias de fraturas por fragilidade em
mulheres apd6s a menopausa. Em revisdo, Tella e Gallagher,'? realizaram um
levantamento sobre os tipos de tratamentos referentes a osteoporose, podendo ser
através do uso de agentes farmacoldgicos ou ndo. A terapia farmacologica pode ser
classificada através de agentes anti-reabsortivos e anabdlicos. Os bifosfonatos,
moduladores seletivos de receptores de estrogeno (SERMS) e denosumab
compreendem o grupo de anti reabsortivos. Ja o paratorménio (PTH) é um agente
anabdlico, que favorece a neoformacgédo 0ssea. Apesar da ampla gama de opgdes
disponiveis comercialmente, os farmacos antireabsortivos, da classe dos bifosfonatos,
ainda se mantém como como a primeira escolha para a terapia anti-osteoporose.
Dados clinicos mostram que sua resposta anti-reabsortiva é incontestavel, no entanto,
para a odontologia ainda ha ressalvas quanto a sua utilizagdo, especialmente pela
ocorréncia das osteonecrose dos maxilares causadas por medicagdes e dentre elas,
o bifosfonato ocupa posicdo de destaque.'® Esse efeito adverso tem ainda maior
incidéncia apos a realizagao de procedimentos cirurgicos na cavidade oral, incluindo
a instalacdo de implantes osseointegraveis, tornando o prognostico do tratamento
reabilitador desfavoravel em pacientes portadores da osteoporose que utilizam
bifosfonato como tratamento. Considerando a relevancia desse problema e a
dificuldade dos implantodontistas de tratar pacientes com desordens
osteometabodlicas com seguranga e previsibilidade, é evidente que a busca por
desenvolver métodos de aperfeicoamento da osseointegracdo deve ser incessante,
especialmente na presenca de uma condicdo O6ssea comprometida.
Consequentemente, o aumento do contato osso/implante (BIC) e a redug&o do tempo
de osseointegracdo ainda sao temas de grande interesse na pratica clinica. As
modificagdes topograficas da superficie do implante e o desenvolvimento de sistemas
de liberagdo de medicamentos mostraram melhorar a adesao celular, a proliferagao e
a diferenciagao de células osteoprogenitoras responsaveis pela formagao 6ssea no
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reparo periimplantar, sendo uma alternativa promissora em casos em que a

osseointegragdo pode ser prejudicada por desordens osteometabdlicas. '

Dadas as propriedades mecanicas inferiores do osso osteoporético, deve-se
considerar a utilizagdo de implantes com design que compensem a deficiéncia da
microarquitetura desse tipo de osso. Os implantes porosos aumentam a area de
contato entre osso e implante (BIC), facilitam a neoformagao 6ssea periimplantar, e
tem o potencial de carregar e liberar medicagbes de forma local, contribuindo com o
metabolismo 6sseo local e neoformacgéo dssea periimplantar.’”-'® Com o crescimento
da manufatura aditiva e impressdo 3D no campo da implantodontia,’® a fabricagdo de
implantes porosos ou trabeculares como forma de promover e reduzir o tempo de
osseointegragdo tem se mostrado promissora. Em um ensaio clinico em humanos,
implantes fabricados por manufatura aditiva mostraram sucesso clinico apés 3 anos
de acompanhamento.?® Em outro estudo, implantes porosos a base de tantalo
demonstraram maior sucesso clinico quando comparados a implantes
convencionais."” No entanto, é necessaria uma maior compreensé&o do seu potencial
uso e impacto sobre o sucesso do implante em pacientes com osteoporose. Para criar
implantes porosos, um modelo baseado no diagrama de Voronoi tem se mostrado
eficaz criando scaffolds biomiméticos semelhantes ao tecido 6sseo.?'?? Para a
fabricagdo dos implantes, a partir de uma adaptagdo do diagrama de Voronoi é
possivel posicionar os poros de forma seletiva, criando uma arquitetura anisotrépica,
com maior estutura de suporte e que mimetize o tecido dsseo osteoporético.?® O
desenvolvimento de novos desenhos e topografias de implante € fundamental para a
melhoria da sobrevivéncia de implantes, e requerem uma melhor compreensao de
como essas mudancas afetam os estagios da osseointegracdo. Implantes com
estrutura porosa fornecem o arcabougo para a migragao de células osteogénicas e
assim, contribuem com a osteogénese de contato e consequentemente com a
estabilidade biolégica do implante.?* Além disso, a estrutura que mimetiza o tecido
0sseo pode auxiliar na melhor distribuicdo mecanica das for¢cas oclusais. Outra
estratégia considerada importante na redugdo do tempo de osseointegracédo € a
utilizagdo do sistema de liberacdo de farmacos por meio da superficie do implante.
Essa modificacdo na superficie pode acelerar as interacdes com as células e fatores

de crescimento para promover melhores respostas de formagao 6ssea periimplantar.?®
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A técnica layer-by-layer (LbL) proposta por Decher et al.?®, em 1998, consiste na
construcdo de camadas utilizando polieletrdlitos e atracdo eletrostatica entre os
componentes, tornando possivel a modificagdo da superficie de implantes dentarios
de titdnio com substancias inorgénicas (hidroxiapatita) e organicas (componentes da
matriz extracelular e proteinas). A teriparatida, um medicamento a base de PTH, 1-
34, € um agente anabdlico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos para o tratamento de osteoporoses graves por ser um agente
anabolizante do tecido 6sseo que aumenta a densidade mineral 6ssea?’. A teriparatida
estimula a formacgao e remodelagao 6ssea, aumentando assim a DMO e melhorando
a microarquitetura 0ssea.’? O tratamento com teriparatida foi o primeiro método
comprovado e aprovado para aumentar a massa 6ssea e melhorar a arquitetura
o0ssea. Varias vias celulares no osteoblasto sao ativadas pelo PTH, e a ativagao
dessas vias resulta no recrutamento osteoblastico para a unidade de remodelag&o.?’
Alguns casos clinicos bem sucedidos de uso off-label de teriparatida para o tratamento
de osteonecrose causada por bifosfonatos foram relatados, os quais mostraram que
o PTH, 1-34 foi efetivo no tratamento da osteoporose e pode ser uma valiosa
terapéutica no tratamento da osteonecrose de mandibula ou maxila associada aos
bifosfonatos.?8-32 Além da utilizagdo do PTH 1-34 sistémico, sua acgdo topica vem
sendo estudada, a qual mostrou resultados promissores com injegdes locais em
alvéolos pds exodonticos de ratos, promovendo melhora nas caracteristicas da
cicatrizagdo do osso alveolar.3® A incrementagdo do PTH, 1-34 foi testada também
diretamente no titdnio, mostrando resultados em que foi liberado PTH, 1-34 local
suficiente para influenciar com eficacia a expresséo do gene osteoblastico/osteocitico,
0 que sugere a potencial eficacia da liberagdo localizada do PTH.3* Em um estudo
recente (processo FAPESP: 2019/09946 0) em que realizamos a instalagdo de
implantes com superficie funcionalizada com teriparatida em maxila de ratas,
obtivemos uma melhora significativa nos parametros biomecanicos de torque de
remogao, expressdo génica aumentada de proteinas da matriz 6ssea, e melhores
respostas de formagao dssea evidenciadas pela histometria dindmica em ratas com
deficiéncia de estrogeno. As células mesenquimais e os osteoblastos s&o elementos
fundamentais no processo da osseointegracgdo, pois sao responsaveis por depositar
0 osso recém formado que ira se integrar ao implante, portanto, seu recrutamento e

adesdo sao determinantes criticos para os eventos de formacdo d&ssea
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subsequentes.?*%” Todos esses eventos podem ser afetados pelas caracteristicas do
implante utilizado, tais como topografia, macrogeometria, composigdo quimica e
molhabilidade, favorecendo ou inibindo a migragdo das células osteogénicas e
proteinas derivadas. Em varios estudos foi demonstrado que as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do implante podem alterar a proliferagdo e diferenciagdo de
células osteogénicas, e consequentemente a formacdo de tecido désseo e sua
subsequente mineralizagdo.842 A utilizagdo de biomoléculas na superficie do
implante tem atraido mais atengcdo nos ultimos anos devido a sua capacidade de
acelerar a ocorréncia da osseointegragdo através da estimulagéo do reparo 6sseo.*3
A via de sinalizacggo Wnt desempenha um papel essencial na modulagcdo do
metabolismo 6sseo e sua homeostase.** No tecido 6sseo, a Wnt regula a atividade
das células tronco na producdo de ostedcitos, que mantém a vitalidade e o bom
funcionamento do tecido ésseo, e sao essenciais no processo de reparo 6sseo. Além
disso, os sinais da Wnt promovem o aumento da massa e do volume ésseo através
da estimulagdo da atividade osteoblastica, inibicdo da atividade osteoclastica e
conduzindo as células tronco totipotentes a diferenciagdo em osteoblastos.*® Estes
achados sugerem que as proteinas Wnt poderiam ser utilizadas como agentes
terapéuticos locais para estimular o reparo ésseo. Como uma alternativa adicional de
melhorar o reparo 6sseo periimplantar, este estudo propds a funcionalizacdo de
implantes porosos com estrutura que mimetiza o tecido 6sseo osteoporotico e ao
mesmo tempo funciona como scaffold para o carreamento de biomoléculas que
podem auxiliar no processo de reparo periimplantar de ratas com comprometimento
o0sseo, sendo o peptideo Wnt3a, que parece promover melhores respostas de
formacdo é6ssea e a teriparatida, medicamento antiosteoporose que atua como
osteoformador, também atuando na diferenciagcao de osteoblastos e nas respostas de
formagdo dssea. Sendo assim, o presente estudo tem o objetivo de avaliar o
desempenho de um implante com macrogeometria biomimética associado a liberagéo
local de biomoléculas durante o processo de reparo periimplantar em ratas com

deficiéncia de estrégeno.
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5 CONCLUSAO

O uso de manufatura aditiva para fabricar implantes de titdnio € uma ferramenta
util no campo da engenharia de biomateriais, e associada ao drug delivery de
biomoléculas € uma estratégia eficaz para a otimizagdo do processo de reparo peri-
implantar em condigdes desfavoraveis, como a osteopenia. Mais estudos sao
necessarios para melhor caracterizar as respostas bioldgicas desencadeadas por
esta combinacéo de fatores, bem como a biomolécula a ser liberada, que consiste

em um fator primordial para que se obtenha resultados favoraveis.
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