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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
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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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