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t is good to love many things, for therein lies true strength,
whosoever loves much, performs and can accomplish much, and what

’

is done in love is well done.’

Vincent van Gogh™

* Van Gogh V. The complete letters of Vincent van Gogh. 2" edition. Connecticut/USA: New York
Graphic Society; 1959.



Cardoso LM. Bisfosfonatos e implantodontia: efeito de inibidores de
metaloproteinases da matriz em modelo in vitro [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

O uso de bisfosfonatos (BFs) é indicado para o tratamento de doengas Osseas
neoplasicas e metabdlicas, controlando a reabsorcdo do tecido Osseo. Esses
medicamentos apresentam alta capacidade de adesao aos tecidos mineralizados e, a
partir de um evento traumatico e/ou inflamatério, podem ser liberados. A instalagcéo de
implantes dentais osseointegrados em pacientes em tratamento com BF é
controversa, pois a indugédo de um evento traumatico no local pode desencadear areas
de osteonecrose. A super-expressao de enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs)
por células da mucosa oral e osteoblastos em contato com bisfosfonatos, também
pode interferir negativamente na osseointegragao e formagao do selamento biolégico
dos implantes. Assim, a modulacdo da atividade das MMPs poderia favorecer tais
eventos teciduais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de dois inibidores de
MMPs — Proantocianidinas (PA) (extrato natural da semente de uva Vitis vinifera) e
Naringenina (NA) (sintética), no controle da sintese e atividade dessas enzimas por
fibroblastos gengivais humanos (HGF) e osteoblastos (Ob; Saos-2) cultivados sobre
superficies de titanio e tratados com o BF &cido zoledrénico (AZ). Discos de titanio
foram individualmente acondicionados em placas de cultura de células, e sobre estes,
foram cultivados HGF ou Ob em meio de cultura DMEM + 10% de soro fetal bovino
(SFB) por 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com concentragdo nao
citotoxica de PA ou NA, previamente definida, por 24 horas, seguido da adi¢do do AZ
(5 yM) em DMEM sem SFB. Apés diferentes periodos de contato, foram avaliadas a
adesao e proliferacéo celular (microscopia de fluorescéncia direta), sintese de MMP-
2 e MMP-9, bem como dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP)-1 e
TIMP-2 (ELISA) e atividade gelatinolitica (zimografia in situ). A capacidade de
mineralizagao pelos Ob foi avaliada por meio da atividade de fosfatase alcalina (ALP)
apos 7 dias de cultura. Os dados foram analisados pelos testes one-way ANOVA e
Tukey post-hoc (a = 0,05). O tratamento com AZ prejudicou a adeséo e proliferagcéo
celular, além de aumentar a sintese (p < 0,05) e a atividade das MMPs; o pré-
tratamento com os flavonoides controlou os efeitos gelatinoliticos induzidos pelo AZ,
regulando negativamente a sintese e atividade de MMPs (p < 0,05) por HGF e Ob,
além de favorecer a adesao e proliferacdo dessas células. Para HGF, o pré-tratamento
com NA e PA nao regulou positivamente a sintese de TIMP apds exposi¢céo ao AZ (p
> 0,05); para Ob, o TIMP-2 foi regulada positivamente (p < 0,05) pelos flavonoides,
seguido de exposicédo ao AZ. A atividade de ALP em Ob foi marcadamente diminuida
pelo AZ e o pré-tratamento com NA modulou levemente esse efeito (p < 0,05).
Portanto, o pré-tratamento com os flavonoides investigados promove resultados
interessantes na modulacado dos efeitos deletérios do AZ, favorecendo a adesao e
proliferagao celular, regulando negativamente a sintese e atividade de MMP-2 e MMP-
9 por HGF e Ob e regulando positivamente o TIMP-2 por Ob.

Palavras-chave: Fibroblastos. Osteoblastos. Acido zoledrénico. Implantes dentarios.
Metaloproteinases da matriz. Flavonoides.



Cardoso LM. Bisphosphonates and implantodontology: effect of matrix
metalloproteinases inhibitors in in vitro model [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Bisphosphonates (BPs) are used to treat neoplastic and metabolic bone diseases,
controlling bone tissue resorption. These medications have high adhesion capacity to
mineralized tissues and, from a traumatic and/or inflammatory event, can be released.
Osseointegrated dental implants installation in patients undergoing BP treatment is
uncertain, since a local traumatic event induction may trigger areas of osteonecrosis.
Overexpression of matrix metalloproteinases (MMPs) enzymes by oral mucosal cells
and osteoblasts in contact with bisphosphonates may also negatively interfere with
osseointegration and biological sealing of dental implants. Thus, modulation of MMPs
activity could improve such tissue events. The aim of this study was to evaluate the
potential of two MMPs inhibitors — Proanthocyanidins (PA) (natural grape seed extract
from Vitis vinifera) and Naringenin (NA) (synthetic), on controlling of these enzymes
synthesis and activity by human gingival fibroblasts (HGF) and osteoblasts (Ob; Saos-
2) seeded on titanium surfaces and treated with zoledronic acid (ZA) BP. Titanium
discs were individually placed on cell culture plates, and HGF or Ob were seeded on
the discs in DMEM culture medium + 10% fetal bovine serum (FBS) for 24 hours. Then,
the cells were treated with non-cytotoxic concentration of PA and NA, previously
defined, for 24 hours, followed by the addition of ZA (5 uM) in DMEM serum free. After
different time-points of ZA contact, cells adhesion and proliferation (direct fluorescence
microscopy), synthesis of MMP-2 and MMP-9, as well as tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP)-1 and TIMP-2 (ELISA), and gelatinolytic activity (in situ
zymography) by HGF and Ob were evaluated. Ob mineralization capacity was
assessed by alkaline phosphatase (ALP) activity after 7 days of culture. Data were
analyzed using one-way ANOVA and Tukey post-hoc tests (a = 0.05). The treatment
with ZA impaired cell adhesion and proliferation, as well as increased the synthesis (p
< 0.05) and activity of MMPs; the pre-treatment with flavonoids controlled the
gelatinolytic effects induced by ZA, negatively regulating the synthesis and activity of
MMPs (p < 0.05) by HGF and Ob, moreover, cells adhesion and proliferation was
favored by flavonoids pre-treatment. For HGF, the pre-treatment with NA and PA did
not upregulate TIMP synthesis after exposure to ZA (p > 0.05); for Ob, TIMP-2 was
upregulated (p < 0.05) by flavonoids, followed by exposure to ZA. ALP activity in Ob
was markedly decreased by ZA and NA pre-treatment slightly modulated this effect (p
< 0.05). Therefore, the pre-treatment with the investigated flavonoids promotes
interesting results in modulating the deleterious effects of ZA, favoring cell adhesion
and proliferation, downregulating the synthesis and activity of MMP-2 and MMP-9 by
HGF and Ob and upregulating TIMP- 2 by Ob.

Keywords: Fibroblasts. Osteoblasts. Zoledronic acid. Dental implants. Matrix
metalloproteinases. Flavonoids.
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1 INTRODUGAO

O acido zoledrénico (AZ) é um bisfosfonato (BF) de uso intravenoso com
potente acdo farmacologica e afinidade aos 0ssos, especialmente aos 0ssos
maxilares, onde um alto metabolismo 6sseo é observado'. Esse farmaco é
recomendado para o tratamento da osteoporose, doenga de Paget, tumor de célula
gigante 6sseo, hipercalcemia induzida por tumor, prevengao de metastases 0sseas

de tumores malignos e controle de mieloma multiplo?.

Dentre todos os BFs, o AZ apresenta a maior afinidade ao tecido ésseo e é
comumente associado ao desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares associada
a medicamentos (MRONJ)3>®. Essa condigdo patolégica pode ser caracterizada
clinicamente como 0sso exposto ou 0sso que pode ser sondado através de fistula(s)
intraoral ou extraoral na regido maxilofacial por mais de oito semanas, sem histérico
de radioterapia nos maxilares ou doenca metastatica nos maxilares, associado a um
tratamento atual ou anterior com agentes antirreabsortivos (como BFs) isoladamente
ou em combinagdo com medicamentos imunomoduladores ou antiangiogénicos®.
Embora o primeiro caso da MRONJ relacionada a BF tenha sido relatado em 20036,
a patogénese desta condigdo permanece incerta.

Os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da MRONJ
incluem o tipo de BF utilizado (poténcia e via de administracdo), duragcdo do
tratamento, fatores locais (presenca de infec¢ao ou inflamagéo), cirurgia dentoalveolar
(extragdo dentaria ou colocagdo de implante dentario) e comorbidades sistémicas®’.
Assim, a indicacdo de colocagcdo de implantes dentarios osseointegrados em
pacientes que usam AZ permanece controversa, pois a administracdo intravenosa
desse BF pode aumentar as chances de um paciente desenvolver MRONJ
desencadeada pela colocacdo de implantes”®. Além disso, foi demonstrado
anteriormente que pacientes com implantes dentarios osseointegrados que iniciam
terapia intravenosa com BFs apresentam risco aumentado de desenvolver MRONJ®.

Consequentemente, pacientes com histérico de regime de BFs,
independentemente de ser utilizado para tratamento de osteoporose ou malignidade
O0ssea, apresentam risco de desenvolvimento de MRONJ apds a colocagao de
implantes dentarios®. Outro fato importante a ser considerado é a auséncia de
biomarcadores validados para indicar ou ndo a instalagcdo de implantes em pacientes
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sob regime de BFs, o que significa que nenhum marcador de remodelacéo 6ssea pode
prever o risco de MRONJ®.

Embora o efeito do AZ nos osteoclastos tenha sido bem estabelecido, os seus
efeitos em outros tipos de células ainda ndo foram totalmente elucidados. Estudos
demonstraram que esse farmaco causa efeitos citotdxicos em osteoblastos,
diminuindo a capacidade de mineralizacdo dessas células, que estdo diretamente
envolvidas nos processos de sintese e mineralizagado da matriz 6ssea, além de efeitos
inibitérios na diferenciacao osteoblastica, o que pode favorecer o desenvolvimento de
MRONJ'®". O papel dos tecidos moles na patogénese da MRONJ também foi
avaliado, uma vez que as principais caracteristicas desta condigdo sao a perda de
cobertura dos tecidos moles e exposi¢édo 6ssea'’. Assim, a toxicidade sobre tecidos
moles dos BFs tem sido indicada como um possivel fator capaz de favorecer a
MRONJ.

Outrossim, investigagbes demonstraram que o AZ pode aumentar os niveis de
metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos gengivais em um modelo in vitro
de superficie de implante dentario’'4, em osso alveolar em um modelo in vivo'® e na
saliva de pacientes que desenvolveram MRONJ'®. Dessa forma, o aumento da sintese
e atividade de MMPs pode contribuir para o estabelecimento de MRONJ em pacientes
sob terapia com AZ. As MMPs sao enzimas responsaveis pela degradacgédo e
renovagao da maioria dos componentes da matriz extracelular (MEC), apresentando
a capacidade de fragmentar colagenos fibrilares em condigdes fisiologicas normais;
entretanto, em condigdes patologicas, como doengas periodontais, o desequilibrio
entre as MMPs e seus inibidores teciduais (TIMPs) aumenta a degradac¢ao da MEC e
a destruicdo tecidual’’. No tecido periodontal, os TIMPs ndo sdo suficientes para
regular negativamente as MMPs patologicamente elevadas'®; assim, diferentes
estratégias para regulacdo de MMPs estdo sendo investigadas, como o uso de
flavonoides.

Os flavonoides s&do compostos bioativos que compdem uma importante classe
de metabdlitos secundarios vegetais de baixo peso molecular, apresentando estrutura
polifendlica e ocorrendo amplamente em frutas, vegetais, ervas, bebidas, especiarias
e oleos'. Entre os diferentes flavonoides, o potencial da naringenina (NA) e das
proantocianidinas (PA) na regulagdo das MMPs foi demonstrado em modelos preé-
clinicos?%-25, bem como seu potencial para promover aumento da viabilidade celular e

modulacdo de mediadores proé-inflamatorios por fibroblastos gengivais e
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queratindcitos orais?*2%. NA e PA s3o encontrados em diferentes fontes naturais e
dependendo de sua origem, condi¢des de cultivo, clima e protocolo de extragéo, esses
flavonoides podem ter formulagdes diferentes, resultando em efeitos terapéuticos
variaveis, o que pode resultar em resultados ndo padronizados?®. Assim, flavonoides
cujas variaveis sintéticas podem ser obtidas comercialmente, como a NA, s&o
candidatos interessantes para uso em analises biologicas.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos individuais do pré-
tratamento com PA natural, do extrato da semente de uva da espécie Vitis vinifera, e
NA sintética na adesao e proliferagao celular, sintese de MMP-2 (gelatinase A), MMP-
9 (gelatinase B), TIMP-1 e TIMP-2, atividade gelatinolitica de MMPs por fibroblastos
gengivais e osteoblastos humanos e atividade de fosfatase alcalina (ALP) por

osteoblastos expostos ao AZ em um modelo in vitro de superficie de implante dentario.
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2 PROPOSICAO

Avaliar o efeito do pré-tratamento com dois tipos de inibidores de MMPs, as
proantocianidinas (PA), isoladas da semente de uva, e a naringenina (NA), obtida
sinteticamente, sobre a viabilidade e proliferagao celular, sintese e atividade de MMPs
e TIMPs por fibroblastos de gengiva humana e osteoblastos, bem como a capacidade
de mineralizagdo de osteoblastos cultivados sobre superficies de titanio (Ti) e

expostos ou ndo ao AZ.

Objetivos Especificos

a) Definir concentragcado de NA e PA que nado apresentasse efeito citotoxico
sobre fibroblastos e osteoblastos;

b) Avaliar o efeito do pré-tratamento com NA e PA, em concentragdo nao-
citotéxica, sobre fibroblastos e osteoblastos cultivados sobre superficies
de Ti e tratados ou n&do com AZ sobre a:

— Sintese de MMP-2, MMP-9 e inibidores teciduais de MMPs (TIMP)-1 e
TIMP-2;

— Atividade gelatinolitica;

— Adeséao e proliferagao celular;

— Atividade de fosfatase alcalina (ALP) relacionada a capacidade de

mineralizagao dos osteoblastos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os bisfosfonatos (BFs) sdo farmacos analogos do pirofosfato inorgénico e
amplamente empregados no tratamento de desordens metabdlicas 6sseas, como a
osteoporose, além de tumores ésseos e metastases 6sseas de tumores de mama e
préstata®’. O acido zoledrénico (AZ) é um BF intravenoso que contém nitrogénio em
sua estrutura quimica e apresenta um mecanismo de agao associado a inibi¢ao da via
do mavalonato®®. O bloqueio desta via impede que determinadas proteinas atuem nos
locais adequados das células, levando a mudancas em muitos processos celulares,
incluindo organizagdo do citoesqueleto, trafego vesicular e apoptose?; portanto, esse
medicamento inibe a reabsorgdo 6ssea por interferir na osteoclastogénese, além de
induzir a apoptose de osteoclastos maduros?®-30.

O AZ é indicado para o tratamento da osteoporose, doenga de Paget, tumor
o0sseo de células gigantes, hipercalcemia induzida por tumores, prevencdo de
metastases dsseas a partir de malignidades e controle do mieloma mudiltiplo?. O AZ
apresenta alta poténcia reabsortiva, alta biodisponibilidade (por ser administrado por
via intravenosa) e quando se liga a hidroxiapatita do tecido 6sseo, pode levar mais de
10 anos para ser metabolizado e, consequentemente, excretado®#. Além disso, dentre
todos os BFs, o AZ é o que possui a maior afinidade de ligagéo ao tecido 6sseo e é
comumente associado a osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos
(MRONUJ)>%.

Em geral, os BFs, incluindo o AZ, afetam a remodelagao 6ssea, a angiogénese,
0 processo infeccioso e inflamatério, bem como os tecidos moles, e esses efeitos
podem contribuir para o desenvolvimento da MRONJ apés o desencadeamento inicial
da lesao®. A principal caracteristica da MRONJ é a perda do recobrimento mucoso e
exposicdo 6ssea'?, assim, os efeitos do AZ sobre as células da mucosa oral, como
queratindcitos e fibroblastos, tém sido investigados atualmente.

A etiopatogenia da MRONJ, apesar de amplamente estudada, ainda ndo esta
completamente elucidada?®3'-33, Uma das hipoteses para tal lesdo reside no fato de
que os BFs ndo apresentam especificidade por células clasticas, podendo afetar
negativamente outras células, como queratinocitos, fibroblastos, osteoblastos e
células endoteliais. Como resultado, entre outros efeitos, ocorre a reducdo da
proliferacéo e indugéo de apoptose nestas células'®34-36,
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Sabe-se que diferentes fatores, como o tipo de BF utilizado (nitrogenado ou
ndo-nitrogenado), estdo relacionados ao surgimento destas areas de necrose d0ssea.
A presencga do radical nitrogenado na molécula de pirofosfato confere a estas drogas
maior adesao aos cristais de hidroxiapatita dos tecidos mineralizados, o que aumenta
a poténcia de tais medicamentos®’. Além do tipo de BF, a via de administrag&o, a qual
pode ser oral ou intravenosa, também esta relacionada ao desenvolvimento da
MRONJ. Ja foi demonstrado que a concentracdo de BFs nos tecidos orais € maior
para aqueles administrados por via intravenosa, pois permanecem disponiveis para
absorcao pelos tecidos mineralizados a partir de sua administragcdo, sem necessidade
de metabolizagdo®’. A dose, frequéncia e tempo de tratamento com BFs, bem como
fatores locais, tais como a presencga de focos de infecgcao, processos inflamatérios e
traumas, também s&o importantes no desenvolvimento e manutengdo da
MRONJ12,28,31,33_

Estudos in vitro demonstraram que a aplicagdo do AZ em diferentes
concentragbes consideradas clinicamente relevantes, definidas por meio de
quantificagéo de niveis de AZ na saliva e tecido dsseo®, apresentam toxicidade, isto
€, reducao da viabilidade das células da mucosa oral, a qual pode estar relacionada
com inducdo de morte celular por apoptose em fibroblastos336:3%-43 que por sua vez é
associada a inibicdo da via do mavalonato**. Também tem sido observado aumento
significativo na apoptose de queratindcitos induzido pelo AZ3%4, porém nao ha
consenso na literatura sobre esse efeito®.

Outro resultado causado pela exposi¢cao ao AZ é a redugao da proliferagao de
células da mucosa oral®®4'42 o que indica um mecanismo pelo qual esse BF impede
a cicatrizagao completa da mucosa e contribui para a exposigao prolongada de osso
necrético em pacientes com MRONJ, uma vez que a proliferacdo celular é
fundamental para a cicatrizagdo de feridas e restauragéo da barreira mucosa®. Esta
resposta também pode estar relacionada a inibicado da via do mavalonato pelo AZ, a
qual é associada a proliferagéo celular®.

Em relagdo a migragéo celular, ndo ha consenso na literatura de que o AZ
possa afetar essa fungdo em fibroblastos ou queratindcitos orais in vitro®4®. Dessa
forma, acredita-se que a re-epitalizacéo deficiente da mucosa oral em pacientes com
MRONJ possa estar ligada a uma reducdo da proliferagdo celular e citotoxicidade
causada pelo AZ3.
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Ainda, estudos in vitro que utilizaram modelo tridimensional da mucosa oral,
demonstraram que o tratamento com AZ reduz a espessura epitelial, a atividade
metabolica celular e a cicatrizagédo de feridas*'#748, Portanto, esses efeitos podem
comprometer a atividade celular da camada epitelial oral, especialmente sua taxa de
renovacao tecidual, aumentando o potencial de ruptura espontdnea da mucosa, o que
pode torna-la mais suscetivel a danos e contribuir para a progressdao da MRONJ34".

Sugere-se que as areas onde ha uma mucosa oral delgada, como térus palatino
e cristas da maxila e mandibula, sdo propensas ao desenvolvimento de MRONJ
devido ao contato intimo da mucosa ao osso subjacente, onde se deposita os BFs.
Logo, esses fatores anatdémicos apresentam potencial para exacerbar os efeitos
toxicos desses medicamentos, evidenciando o papel dos tecidos moles no
desenvolvimento da MRONJ#.

Em geral, o tratamento com AZ tem demonstrado efeitos negativos sobre
osteoblastos e células da mucosa oral, incluindo aumento da apoptose e diminuigao
da proliferagcdo celular, relacionada a uma cicatrizagdo deficiente, bem como
inflamag&o croénica e remodelagdo 0ssea alterada®. Deste modo, a MRONJ apresenta
uma fisiopatologia multifatorial e influenciada por diferentes processos celulares,
relagbes anatdbmicas, histérico médico e odontolégico dos pacientes e risco de
infecgao®.

Considerando a ampla utilizacdo destes medicamentos na populacéo,
principalmente acima de 60 anos de idade®*5', outro problema também observado é
o insucesso de implantes osseointegrados em pacientes submetidos a terapia com
BFs52%4, Este insucesso pode estar diretamente relacionado com a agressao causada
durante o procedimento operatdrio, tendo em vista que o trauma local pode atuar como
fator promotor da liberagao de BFs do tecido ésseo para a area operatoéria, impedindo
a cicatrizagdo e a remodelagédo 6ssea®. Além disso, estudos in vitro apresentaram
resultados negativos quando essas drogas foram aplicadas sobre osteoblastos e
células da mucosa em cultura'034-36.3946,5657  Por outro lado, estudos clinicos
demonstraram resultados diversos e contraditérios quanto a instalagdo de implantes
osseointegrados em pacientes em tratamento com BFs, com resultados que variam
desde o aumento da estabilidade dos implantes, uma vez que o tratamento com BFs
influencia no metabolismo 06sseo, resultando em um tecido 6sseo mais rigido,
entretanto, auséncia de cicatrizacdo local e perda dos implantes também foi

observada nesses estudos®2-54.58,
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Outras investigacdes in vitro demonstraram os efeitos deletérios do AZ sobre
células da mucosa oral semeadas sobre discos de titanio'®'4. Sabe-se que a indicagdo
da instalagao de implantes dentarios osseointegrados em pacientes sob regime de AZ
ainda é controversa, pois regimes com BFs intravenosos podem aumentar as chances
de desenvolvimento de MRONJ desencadeada pela instalagido dos implantes’.

Um provavel mecanismo associado a essas falhas pode estar relacionado ao
aumento da sintese e atividade das enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs) por
fibroblastos gengivais'3. As MMPs s&o responsaveis pela degradagdo e remodelagdo
dos componentes da matriz extracelular (MEC) e sua superexpressao pode favorecer
uma desorganizagdo exacerbada do tecido conjuntivo e cicatrizagao peri-implantar
dificultada’. As MMPs sdo reguladas negativamente por inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs), que controlam a protedlise da MEC; portanto, o equilibrio
entre MMPs e TIMPs é critico para a remodelagéo ideal dos tecidos®°°,

O selamento biologico de implantes também pode ser prejudicado pelo AZ por
meio de uma adesdo e metabolismo deficientes de queratindcitos e fibroblastos a
superficie de titanio'®', visto que a obtengdo de um selamento bioldgico de alta
qualidade pela adesdo de células da mucosa oral as superficies dos implantes é
fundamental para a manutengdo dos componentes protéticos dos implantes, pois
promove uma barreira fisica e imunolégica, prevenindo a invasdo bacteriana e
proporcionando estética satisfatoria a8 esses componentes®?.

Estudos futuros sao necessarios para determinar os efeitos do AZ e de outros
tipos de BF na fisiopatologia da MRONJ, para favorecer o desenvolvimento de
tratamentos eficientes para o manejo desta condi¢cdo. Entretanto, a regulacdo de
MMPs e TIMPs pode ter um impacto benéfico no processo de reparo peri-implantar,
indicando um alvo terapéutico, que pode ser utilizado para novas propostas de
tratamento, como o uso de flavonoides.

Diferentes compostos apresentam atividade inibitéria sobre enzimas
classificadas como colagenases/gelatinases, tal como o grupo das MMPs. As
antocianinas/antocianidinas, como as proantocianidinas (PA), s&o compostos
fendlicos naturais (também denominados de flavanonas ou flavonoides) que podem
ser amplamente encontrados no reino vegetal, principalmente em frutas (acerola,
maga, cranberry, blueberry), nozes (améndoa), sementes (uva), arvores (pinheiro
bravo), flores (flor de longan), folhas (cha-verde e salsinha) e legumes (feijdo comum
e ervilha)®3-%%, Estes compostos tém apresentado resultados positivos como agentes
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antioxidantes e se caracterizam como potentes inibidores de MMPs. Estudos
desenvolvidos nas ultimas décadas demonstraram que os flavonoides sdo capazes
de reduzir a produgdo de mediadores inflamatorios por macrofagos e fibroblastos
gengivais induzidos por LPS de periodontopatégenos®4667 além de inibir a produgéo
e atividade de MMPs64.68,

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que PA tém importantes atividades
antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana e anti-apoptética, resultando em maior
sobrevivéncia celular, além de apresentarem efeitos benéficos na prevengao de varias
doencas humanas, como o cancer, doencgas cardiovasculares, acidente vascular
cerebral, diabetes e doenga periodontal®3-79,

Também foi observado que PA sao capazes de remover e destruir uma vasta
gama de espécies de radicais livres, além de exibirem um amplo espectro de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas contra a ocorréncia de estresse oxidativo e
formacgao de radicais livres, agindo, assim, como antioxidantes naturais que estao
presentes na dieta humana®. Um estudo demonstrou que o tratamento de fibroblastos
de ratos com PA por apenas 1 minuto, acelerou a proliferagdo celular de maneira
concentragdo-dependente, além de inibir significativamente a formacgao intracelular de
espécies reativas de oxigénio induzidas por peroxido de hidrogénio, sugerindo um
efeito citoprotetor deste flavonoide nas células que sofreram estresse oxidativo®.
Além disso, foi demonstrado in vitro, que o tratamento de fibroblastos gengivais
humanos com PA promove um aumento da viabilidade celular e diminuicdo da
producdo de MMP-2 e MMP-9, as quais foram estimuladas pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em um modelo de exposigdo de tecido conjuntivo (ulceragéo) 2.

No entanto, os flavonoides podem apresentar diferentes formulacdes,
dependendo da fonte, condigdo de cultivo, clima e forma de extragdo?®. Dentre os
diversos flavonoides, a naringenina (NA) presente em frutas citricas, como laranja,
lim&o, tangerina, dentre outras, pode ser encontrada comercialmente em sua forma
sintética, conferindo padronizacdo deste composto, o qual apresenta efetividade na
modulagdo da resposta inflamatéria e na regulagéo da atividade de MMPs?1:22:25,

Estudos in vitro demonstraram que esse flavonoide citrico é eficaz na
modulagdo da resposta inflamatéria e na regulagdo da atividade de MMPs2'-22,
Também foi demonstrado que esse composto apresenta potencial anti-inflamatério
pela redugéo significativa dos niveis de citocinas, como TNF-a e interleucina (IL)-622"1.
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Os efeitos da NA no tecido 6sseo também foram investigados e os resultados
demostraram que este flavonoide potencializa a diferenciacdo osteogénica de células-
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea de rato, aumentando a atividade de
ALP, bem como regulando positivamente a expressdo de genes e proteinas
osteogénicas’?. Além disso, a NA apresenta efeitos na inibigdo da osteoclastogénese,
indicando uma possibilidade significativa para o tratamento de doengas relacionadas
a ostedlise causadas pela formacéo e atividade excessiva de osteoclastos’®. Assim, a
NA pode apresentar potencial terapéutico para doengas ésseas, como a osteoporose,
e para a reparacao de defeitos dsseos.

Portanto, o pré-tratamento das células do tecido peri-implantar com os
flavonoides PA e NA, poderia modular a sintese e atividade de MMPs por fibroblastos
e osteoblastos expostos ao AZ, diminuindo os efeitos negativos dessa droga e
favorecendo eventos celulares relacionados ao selamento biolégico e

osseointegragao.
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4 MATERIAL E METODO

O material e método empregado no presente estudo esta detalhado a seguir.

4.1 Preparo de discos de titanio (Ti) e padronizagao de rugosidade para modelo
in vitro de superficie de implante dentario

Foram obtidos discos de Ti usinados (grau IV; Realum Industria e Comércio de
Metais Puros e Ligas Ltda; Sado Paulo, SP, Brasil) com 8 mm de diametro e 1,5 mm
de espessura, os quais foram submetidos ao polimento manual utilizando lixas d’agua
de granulacdo 400, 600 e 1200, para obtencdo de rugosidade superficial
padronizada’s.

Para remover qualquer material orgénico aderido a superficie, os discos foram
submetidos a limpeza em ultrassom (Ultrasonic 1440 Plus — 40 KHz, Odontobras,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), de acordo com o seguinte protocolo’:

a) Imersao por 15 minutos em acetona (Qhemis, Indaiatuba, SP, Brasil);
b) Imers&o por 15 minutos em agua destilada;

c) Imersao por 15 minutos em etanol 100% (Qhemis);

d) Imersao por 15 minutos em agua destilada;

Anteriormente ao cultivo celular, os discos foram avaliados quanto a rugosidade
superficial (parametro Ra — rugosidade média) em microscopio confocal de materiais
(OLYMPUS LEXT OLS4000, Toquio, Japao) (n=6). Para maior confiabilidade da
medida de rugosidade, 5 areas lineares distintas (distéancia percorrida entre as areas
1,5 mm) de cada disco foram avaliadas e a rugosidade de cada espécime foi
determinada pela média das 5 areas. A topografia dos discos de Ti também foi
avaliada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) (Inspect Scanning Electron
Microscope—S50; FEI,Hillsboro, OR, EUA).

Portanto, apos padronizagdo, limpeza em ultrassom e analise da rugosidade
superficial, os discos foram esterilizados em autoclave (submersos em agua destilada)

e, entao, foi realizado o cultivo celular.

4.2 Cultura de fibroblastos de gengiva humana e osteoblastos

Os fibroblastos de gengiva humana (HGF) foram obtidos de um paciente jovem
(22 anos) e saudavel, ndo-fumante apds aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CAAE: 47390020.5.0000.5416) (Anexo A).
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Um fragmento de tecido gengival foi obtido durante a extragdo de terceiros
molares inclusos e a partir desse fragmento, as células foram isoladas pela técnica de
digestdo enzimatica’. Para tanto, o tecido foi incubado em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle medium — Gibco, Carlsbad, CA, EUA) sem soro fetal
bovino (SFB — Gibco), contendo solugdo antibiotica/antimicética (Gibco Antibiotic-
Antimycotic — 10 000 units/mL de penicilina, 10 000 pg/mL de estreptomicina e 25
ug/mL de Anfotericina B, Gibco) e 3 mg/mL de colagenase tipo | (Worthington
Biochemical Corp., Lakewood, NJ, EUA) por 24 horas em uma incubadora a 37°C e
5% CO2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Apds este periodo, os
fragmentos celulares foram transferidos para um tubo estéril, centrifugados,
ressuspendidos em meio DMEM completo (contendo solugao antibiotica/antimicética)
+ 10% de SFB e transferidos para um frasco de cultura celular de 75 cm? (Corning,
New York, NY, EUA), até a obtengdo de confluéncia de 80%. Os procedimentos de
subcultivo celular foram realizados utilizando tripsina 0,25% (Gibco). As células foram
mantidas em DMEM completo + 10% de SFB a 37°C e 5% CO até o momento da
realizacdo dos experimentos. Células de passagens 2 a 6 foram utilizadas nesse
estudo.

A linhagem osteoblastica humana Saos-2 (American Type Culture Collection —
ATCC # HTB85) foi selecionada para o estudo. Esses osteoblastos (Ob) foram
mantidos em DMEM completo (contendo solugéo antibidtica/antimicética) + 10% de
SFB em frasco de cultura de 75 cm? (Corning). Os procedimentos de subcultivo celular
foram realizados utilizando tripsina-EDTA 0,25% (Gibco). Para a realizagdo dos
experimentos, os Ob foram cultivados da mesma forma como descrito anteriormente

para os HGF.

4.3 Modelo in vitro de superficie de implante dentario

Para esse modelo, discos de Ti foram posicionados, individualmente, em
placas de cultura de células de 24 compartimentos (TPP; Techno Plastic Products,
Trasadingen, SH, Suiga), utilizando um dispositivo de aco inoxidavel esterilizado para
estabilizar e manter o disco na posi¢cao central do compartimento. Sobre o conjunto
(disco + dispositivo) foi adicionado 1 mL de DMEM completo + 10% de SFB e foram
cultivados 5 x 10* células por disco (para HGF e Ob), seguido de incubagéo a 37°C e
5% de CO2 por 24 horas (Fig. 1).
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Figura 1 — Dispositivo circular de aco inoxidavel utilizado para manter em posi¢ao central os
discos de titAnio em cada compartimento da placa de cultura de 24 pocos
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Dispositivo de
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Fonte: Elaboragao propria.

4.4 Analise da viabilidade celular para sele¢gdao de concentragcao nao-citotoxica
de NA e PA

Para os HGF, as concentragdes de flavonoides (NA e PA) foram selecionadas
com base em estudo anterior, no qual estas células foram submetidas ao contato com
diferentes concentragdes de NA e PA, sendo que a determinacdo das taxas de
viabilidade celular demonstrou que a concentracdo de 10 pg/mL de ambos os
compostos ndo causou efeitos citotdxicos sobre as células?.

A analise da viabilidade celular foi utilizada para selecionar concentragao nio-
citotoxica de NA (95% naringenina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, lot
#BCBR3619) e PA (95% proantocianidinas, Shaanxi Sinuote Biotech Co. Ltd.,
Shaanxi, China, lot #CPTZ20130512) por meio do teste de prestoBlue (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) (n=12).

Para tanto, Ob foram cultivados em placas de 96 compartimentos (1 x 10*
células/compartimento) (TPP) em DMEM completo + 10% SFB, por 24 horas. Os
flavonoides utilizados foram obtidos na forma de pd, assim, uma solugédo estoque de
NA e PA foi preparada individualmente dissolvendo 50 mg dos compostos em 1 mL
de DMSO (Sigma-Aldrich, lot #SHBB3758V)?%, resultando em uma concentragao de
5% (massa/volume). Dessa forma, diferentes concentragdes foram obtidas diluindo a
solugédo estoque de NA e PA em DMEM livre de SFB de acordo com os grupos
estabelecidos na Tabela 1. As células foram tratadas (100 pL) com essas diferentes
concentracdes de NA e PA por 24 ou 48 horas. Para esta analise foi utilizado o
peroxido de hidrogénio (H2O2 — Sigma) a 3% como controle positivo para toxicidade.
Células tratadas com DMEM livre de SFB foram usadas como controle negativo.
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O ensaio de prestoBlue avalia a viabilidade celular por meio da conversao do
reagente resazurina em resorufina, que resulta em uma mudanga de cor pronunciada,
diretamente proporcional ao metabolismo mitocondrial. Portanto, apds os periodos de
avaliacdo, as células foram tratadas (100 pyL) com solucédo de prestoBlue 10% em
DMEM livre de SFB, incubadas por 1 hora a 37°C e 5% de CO2, seguido da
determinacdo da intensidade de fluorescéncia da solugcdo, por meio de fluorimetro
(Synergy H1 Hybrid Multi-mode Microplate Reader, Biotek, EUA), nos comprimentos
de onda de 560/590 nm.

Tabela 1 - Grupos experimentais para determinagéo de concentracdo nao-citotéxica de NA

e PA (n=12)
Grupo Tratamento Concentragdo Concentragao
% Hg/mL
(massal/volume)
C — Controle - - -
negativo

H202— Controle
positivo para

Peroxido de 3%
hidrogénio — H202

340.10 pyg/mL

toxicidade
NA 100 Naringenina 0,01% 100 pg/mL
NA 50 Naringenina 0,005% 50 pg/mL
NA 10 Naringenina 0,001% 10 pg/mL
NA 5 Naringenina 0,0005% 5 pg/mL
NA 1 Naringenina 0,0001% 1 yg/mL
NA 0,5 Naringenina 0,00005% 0,5 yg/mL
PA 100 Proantocianidinas 0,01% 100 pg/mL
PA 50 Proantocianidinas 0,005% 50 pg/mL
PA 10 Proantocianidinas 0,001% 10 pg/mL
PA 5 Proantocianidinas 0,0005% 5 pg/mL
PA 1 Proantocianidinas 0,0001% 1 pug/mL
PA 0,5 Proantocianidinas 0,00005% 0,5 pg/mL

Fonte: Elaboragao propria.

4.5 Delineamento experimental

Apos determinacdo das concentragdes nao citotoxicas de NA e PA para HGF
(10 pg/mL) e Ob (0,5 pg/mL), foi avaliado o potencial do pré-tratamento desses
flavonoides na modulagao dos efeitos gelatinoliticos induzidos pelo AZ.

Utilizando modelo in vitro de superficie de implante dentario'®'476, as células
foram cultivadas individualmente (5x10* células/disco) em DMEM completo + 10%
SFB por 24 horas. Em seguida, HGF e Ob foram tratados separadamente com solugéo
de NA e PA (1 mL) em DMEM livre de SFB, nas concentragbes previamente definidas

(10 pyg/mL para HGF e 0,5 pg/mL para Ob), por 24 horas. Apos esse periodo, as
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células foram expostas ao AZ (Sigma-Aldrich) (5 uM) (1 mL) ou ao fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a; Sigma-Aldrich) (100 ng/mL) (1 mL) em DMEM livre de SFB, por
diferentes periodos de contato. Os grupos experimentais estdo descritos no Quadro
2.

A concentracédo de 5 yM de AZ foi selecionada a partir de dados anteriores,
que demonstraram os niveis orais (saliva e 0sso) destes medicamentos em pacientes
que apresentam ou estdo em risco de MRONJ®. Além disso, essa concentragdo
especifica de AZ também foi utilizada em investigagdes anteriores'® 4. A citocina pro-
inflamatdéria TNF-a foi selecionada como controle positivo para sintese de MMPs e
TIMPs, uma vez que o contato com esse mediador inflamatério atua como indutor da
sintese e atividade de MMPs por HGF'3, assim como a expressdo génica de TIMPs
por fibroblastos da pele humana’’. Células expostas ao DMEM livre de SFB foram
utilizadas como controle negativo. Os experimentos foram realizados em duas
ocasides distintas e, ao final da segunda ocasido, cada grupo experimental

apresentou 6 amostras.

Quadro1. Distribuicdo dos grupos experimentais (n=6)

Grupos Tratamento (concentragao)
Controle negativo -
Controle positivo (TNF) | Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) 100 ng/mL

AZ Acido zoledrénico 5 uM
NA Naringenina
PA Proantocianidinas

TNF + NA TNF-a 100 ng/mL + Naringenina

TNF + PA TNF- a 100 ng/mL + Proantocianidinas

AZ + NA Acido zoledrénico 5 uM + Naringenina

AZ + PA Acido zoledrénico 5 uM + Proantocianidinas

Fonte: Elaboragao propria.

4.6 Analise da sintese de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

Por meio do ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), a
sintese de MMPs e TIMPs por HGF e Ob foi avaliada apo6s diferentes periodos de
contato com AZ e TNF-a (n=6). Para HGF, a sinteses de MMP-2 e MMP-9 foram
avaliadas apds um periodo de contato de 12 horas; esse periodo foi selecionado com
base em investigacdo anterior, na qual os autores demonstraram que a sintese
proteica de MMPs por HGF estimuladas por TNF-a aumenta significativamente apés
um periodo de 12 horas’®. Para Ob, as sinteses de MMP-2 e MMP-9 foram avaliadas
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ap6s 3 horas de contato; esse periodo foi selecionado com base em um estudo
anterior onde os autores determinaram que a expressao de MMP-9 estimulada por
TNF-a é significativamente aumentada em células osteoblasticas apds um periodo de
3 horas’®.

Os periodos de avaliacdo da sintese de TIMPs por ambos os tipos celulares
foram determinados por um estudo de tempo-resposta: HGF e Ob foram semeados
individualmente em placas de cultura celular de 24 pogos (1x10° células/pogo) (TPP)
em DMEM completo + 10% SFB por 24 horas; em seguida, as células foram
submetidas (ou ndo) ao tratamento com TNF-a (100 ng/mL) (1 mL) em DMEM livre de
SFB por 3, 6, 12 e 24 horas, seguido de avaliagéo da producéo de TIMP-1 e TIMP-2
por ELISA, comparando a sintese proteica do grupo controle negativo (DMEM livre de
SFB) com a do grupo controle positivo (TNF-a).

A sintese proteica de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 foi determinada por
ELISA™ de acordo com as recomendagdes do fabricante (MMP-2, cat#DY902; MMP-
9, cat#DY911; TIMP-1, cat#DY970-05; TIMP-2, cat#DY971; R&D Systems, Pittsburgh,
PA, EUA). Este ensaio mede o total de MMPs/TIMPs produzidos pelas células e
presentes no meio de cultura. Apos diferentes periodos de contato com AZ e TNF-q,
o0 sobrenadante celular foi aliquotado e armazenado a -20°C. Este sobrenadante
(amostra) foi utilizado para a avaliagdo da sintese de MMPs/TIMPs pelas células
cultivadas. Inicialmente, placas de 96 pogos (Costar, Corning) foram incubadas com
anticorpo primario por 8 horas e em temperatura ambiente. Decorrido este periodo, as
placas foram submetidas a lavagens, bloqueio com BSA, seguido de incubagéao por 1
hora, adicdo das amostras e incubagao por 2 horas. Apds este periodo, foi adicionado
o anticorpo secundario, que tem por objetivo identificar a ligagdo da proteina alvo com
o anticorpo primario especifico para esta proteina. Em seguida, a reagao foi detectada
por meio de solugao de estreptavidina/peroxidase e a sintese proteica foi determinada
pela analise da absorbancia das amostras a 450 nm, em espectrofotdmetro (Synergy
H1, Biotek). As concentragbes de MMP/TIMP foram determinadas de acordo com uma
curva padrao. Além disso, a concentracdo de MMP/TIMP de cada amostra foi
normalizada pela taxa de viabilidade celular correspondente (avaliada pelo ensaio de
prestoBlue). Os resultados estdo apresentados em fold change de cada grupo

experimental e o grupo controle.
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4.7 Analise da atividade gelatinolitica

Apos o tratamento individual com flavonoides por 24 horas, as células foram
expostas ao AZ ou TNF-a por 24 horas adicionais; esse periodo foi determinado com
base em investigagao anterior que mostrou atividade gelatinolitica de HGF induzida
por AZ apos esse periodo especifico de contato’. A atividade das MMPs foi
determinada pela atividade gelatinolitica utilizando o teste de zimografia in situ (n=4),
que indica a presencga de enzimas gelatinoliticas em amostras biolégicas. Este ensaio
baseia-se na dissolugdo do substrato gelatinoso pelas enzimas produzidas pelas
células.

A técnica de zimografia in situ foi realizada com o kit EnzChek
Gelatinase/Collagenase Assay (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) de acordo com
as recomendagdes do fabricante. A solugdo de gelatina (20 pL) foi preparada e
aplicada nos discos de titanio contendo células previamente semeadas e expostas
individualmente aos flavonoides, AZ ou TNF-a, conforme descrito anteriormente. Em
seguida, as células foram incubadas a 37°C e 5% de CO>, na auséncia de luz, durante
3 horas. Apos esse periodo, as amostras foram avaliadas por microscopia de
fluorescéncia (Leica DM4000 B LED, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para
determinar a degradacdo da gelatina, que promove a liberagdo de fluoresceina,
gerando um substrato verde-fluorescente e indicando a atividade de enzimas
gelatinoliticas/colagenoliticas. Além disso, as amostras foram submetidas a coloragéo
fluorescente de DNA/nucleo celular pela adigdo do reagente Hoechst 0.02%
(Invitrogen) em solugdo salina tamponada com fosfato 1X (PBS; Gibco).
Fotomicrografias de cada amostra foram obtidas e analisadas pelo software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institute of Mental Health, NIH, Bethesda, MD, EUA)"3.

4.8 Analise da adesao celular

Apos o tratamento com os flavonoides por 24 horas e exposi¢cao ao AZ por 48
horas, a adesdo das células ao substrato de titanio foi determinada por meio de
fluorescéncia direta (n=4). Foram utilizados marcadores de filamentos de actina em
vermelho (ActinRed 555, Invitrogen) e do nucleo celular em azul (intercalante de DNA
— Hoechst, Invitrogen). Para tanto, as células foram fixadas em 500 pL de
paraformaldeido 4% por 15 minutos. A seguir, foram permeabilizadas com 500 pL de
Triton X-100 0,1% em PBS (Sigma-Aldrich) por 10 minutos, seguido de lavagem e
incubagédo com 20 pL ActinRed 3.5% em PBS por 30 minutos. Por fim, foi realizada a
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incubagdo com 500 pL de intercalante de DNA 0.02% em PBS por 15 minutos e

analise em microscoépio de fluorescéncia (Leica DM6000, Leica Microsystems).

4.9 Analise da proliferagao celular

A proliferagao das células foi determinada por meio do teste CyQUANT NF Cell
Proliferation Assay (Invitrogen) (n=4), um método altamente sensivel no qual um
corante fluorescente se liga aos acidos nucleicos da célula, possibilitando a avaliagéo
da proliferagao celular e citotoxicidade.

Apods o tratamento com os flavonoides por 24 horas e exposi¢cao ao AZ por 48
horas, a solucdo de CyQUANT foi preparada seguindo as recomendagdes do
fabricante e adicionada (20 uyL) a cada disco de Ti, seguido de incubac&o por 30
minutos a 37°C e 5% de CO.. Apds esse periodo foi realizado analise qualitativa em
microscopio de fluorescéncia direta (Leica DM6000, Leica Microsystems).

4.10 Analise da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

ApOs 24 horas do cultivo celular, foi realizado o tratamento individual com os
flavonoides por 24 horas adicionais e exposi¢cdo ao AZ ou TNF-a por 48 horas, assim,
as células foram mantidas por mais 72 horas em DMEM livre de SFB, totalizando 7
dias em cultura. Dessa forma, apds esse periodo a capacidade de mineralizagao dos
Ob foi determinada por meio da analise da atividade da enzima fosfatase alcalina
(ALP) (Ensaio de ponto final - Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil), que participa da
mineralizagcdo da matriz colagena (n=6). A fosfatase alcalina produzida pelas células
hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando a timolftaleina que tem cor azul em
meio alcalino. A cor formada é diretamente proporcional a atividade enzimatica e

avaliada por meio de espectrofotdmetro a 590 nm (Synergy H1, Biotek).

4.11 Analise estatistica

O conjunto de dados de viabilidade, sintese de MMPs/TIMPs e atividade de
fosfatase alcalina foi avaliado quanto a sua distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk e a homocedasticidade dos grupos foi comparada pelo teste de Levene.
Observada normalidade e homocedasticidade, foi aplicado o teste de analise de
variancias a um critério fixo (ANOVA), complementado pelo pos-teste de Tukey.
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Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia pre-
determinado de 5% (a = 0,05). Os dados referentes a adeséo, proliferacéo e atividade

gelatinolitica foram avaliados qualitativamente.
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5 RESULTADO

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados a seguir.

5.1 Selecdao de concentragdao nao-citotoxica de NA e PA sobre cultura de
osteoblastos

Figura 2 — Viabilidade celular por meio do ensaio de PrestoBlue
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Viabilidade dos osteoblastos (Ob) apds contato com NA e PA em diferentes concentragdes
(100-0,5 pg/mL) por 24 (a) e 48 (b) horas. Barras indicam média e barras de erro indicam
desvio padrdao. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, p < 0,05;
n=12).

Fonte: Elaboragao propria.

A avaliagdo do potencial citotoxico da NA e PA sobre os Ob em cultura
demonstrou que no periodo de 24 horas, os grupos submetidos aos tratamentos com
H202, NA 100 pg/mL, NA 50 pg/mL, PA 100 pg/mL, PA 50 ug/mL, PA 10 ug/mL e PA
5 pg/mL apresentaram viabilidade celular significativamente diminuida em
comparagao ao grupo controle (C) daquele periodo (p < 0,05). Os grupos expostos a
NA 5 pg/mL, NA 1 pyg/mL e PA 1 ug/mL apresentaram viabilidade celular
significativamente aumentada em comparacao ao grupo C daquele periodo (p < 0,05).
Os grupos tratados com NA 10 ug/mL, NA 0,5 pug/mL e PA 0,5 ug/mL apresentaram
taxas de viabilidade celular estatisticamente semelhantes as do grupo C (p > 0,05).
No periodo de 48 horas, os grupos submetidos aos tratamentos com H202, NA 100
pg/mL, NA 50 ug/mL, PA 100 pg/mL, PA 50 pg/mL, PA 10 pg/mL, PA 5 ug/mL e PA 1
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Mg/mL apresentaram viabilidade celular significativamente diminuida em comparagao
ao C daquele periodo (p < 0,05), enquanto os grupos tratados com NA 10 pg/mL, NA
5 pg/mL, NA 1 pyg/mL, NA 0,5 pg/mL e PA 0,5 pyg/mL apresentaram taxas de
viabilidade celular estatisticamente semelhantes as do grupo controle (p > 0,05).
Com base nos resultados obtidos, a concentragao de 0,5 ug/mL para NA e PA

foi selecionada para ser utilizada nos seguintes experimentos envolvendo Ob.

5.2 Selegcao do tempo de avaliagao para as os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs)

Figura 3 — Sintese de TIMP-1 e TIMP-2 avaliadas por imunoensaio de ELISA
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Sintese de TIMP-1 (a/b) e TIMP-2 (c/d) por fibroblastos gengivais humano (HGF) (a/c) e
osteoblastos (Ob) (b/d) apds contato com TNF-a por 3, 6, 12 e 24 horas. Barras indicam média
e barras de erro indicam desvio padrao. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam
diferenga estatisticamente significante (one-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey, p
< 0,05; n=6).

Fonte: Elaboragao propria.

Para determinar o melhor periodo de analise da sintese de TIMP-1 e TIMP-2
no presente modelo experimental, HGF e Ob foram expostos ao estimulo com TNF-a
por 3, 6, 12 e 24 horas. Para HGF, os niveis de TIMPs estimulados pelo TNF-a foram
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inferiores aos niveis do grupo controle negativo em todos os periodos avaliados (3, 6,
12 e 24 horas) (p < 0,05); assim, o periodo selecionado para analise do TIMP-1 e
TIMP-2 foi de 24 horas. Para Ob, a sintese de TIMP-1 aumentou nos periodos de 3 e
24 horas apos a exposi¢ao ao TNF-a (p < 0,05), enquanto a sintese de TIMP-2
aumentou no periodo de 12 horas apos o tratamento com TNF-a (p < 0,05); portanto,
o periodo de 3 horas foi selecionado para a avaliagao do TIMP-1 e o periodo de 12

horas para a avaliagado do TIMP-2 (Figura 3).

5.3 Analise da rugosidade superficial dos discos de Ti

Figura 4 — Imagens representativas da rugosidade e superficie dos discos de Ti

Imagens representativas da rugosidade dos discos de Ti, apds padronizagdo por
polimento/limpeza, determinada por microscopia confocal (1024x). (a) imagem da superficie
do disco de Ti (barra de escala = 40 uym) e (b) imagem em 3D da superficie do disco de Ti,
onde os picos sao representados pelas areas mais claras e os vales por areas mais escuras.
A distancia entre picos e vales apresenta a Rugosidade média (Ra). (c) Fotomicrografia
eletrénica de disco de Ti polido avaliada por microscopia eletrdnica de varredura em aumento
de 1000x.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Apo6s obtencédo dos discos de Ti usinados, padronizagdo da sua rugosidade
com lixas de diferentes granulagdes (400, 600 e 1200) e limpeza em ultrassom, as
superficies de Ti apresentaram uma rugosidade média (Ra) de 0,772 ym (desvio
padrdo: £ 0,03) (Figura 4).
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5.4 Efeito do pré-tratamento com NA e PA na sintese de MMPs e TIMPs

Figura 5 — Sintese de MMP-2 e MMP-9 avaliadas por imunoensaio de ELISA
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Sintese de MMP-2 (a,b) e MMP-9 (c,d) por fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e
osteoblastos (Ob) (b,d) apds pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas),
seguido de exposigédo ao TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (acido zoledrénico). Os
resultados da sintese proteica estao descritos em fold-change, comparando os resultados dos
grupos experimentais em relagéo ao grupo controle (definido arbitrariamente como 100% =
1). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio padrao. Grupos identificados com

simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (one-way ANOVA,
seguido pelo pos-teste de Tukey, p < 0,05; n=6).

Fonte: Elaboragao propria.

Para HGF, a sintese de MMP-2 foi significativamente aumentada apds os
tratamentos com TNF-a e AZ em comparagao ao grupo controle (p < 0,05), enquanto
0s grupos submetidos aos tratamentos com NA, PA, TNF-a+NA, TNF-a+PA, AZ+NA
e AZ+PA apresentaram sintese significativamente diminuida de MMP-2 em
comparagao com os demais grupos experimentais (p < 0,05) (Fig. 5a). A sintese de
MMP-9 pelos HGF também aumentou significativamente apds os tratamentos com
TNF-a e AZ em comparagéo ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos
tratamentos com NA, PA, TNF-a+NA, TNF-a+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram

sintese de MMP-9 estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5c).
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Para Ob, um padrdo semelhante foi observado: a sintese de MMP-2 aumentou
significativamente apos os tratamentos com TNF-a e AZ em comparagao ao grupo
controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com NA, PA, TNF-a+NA,
TNF-a+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram sintese de MMP-2 estatisticamente
semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5b). A sintese de MMP-9 pelos Ob
também aumentou significativamente apds os tratamentos com TNF-a e AZ em
comparagao ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com
NA, PA, TNF-a+NA, TNF-a+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram sintese de MMP-9
estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5d).

Figura 6 — Sintese de TIMP-1 e TIMP-2 avaliadas por imunoensaio de ELISA
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Sintese de TIMP-1 (a,b) e TIMP-2 (c,d) por fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e
osteoblastos (Ob) (b,d) apds pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas),
seguido de exposigédo ao TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (acido zoledrénico). Os
resultados da expressao proteica estdo descritos em fold-change, comparando os resultados
dos grupos experimentais em relagado ao grupo controle (definido arbitrariamente como 100%
=1). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio padrao. Grupos identificados com
simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (one-way ANOVA,
seguido pelo pos-teste de Tukey, p < 0,05; n=6).

Fonte: Elaboragao propria.
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Em relacéo a expressao proteica de TIMPs, para HGF, a sintese de TIMP-1 foi
significativamente diminuida apos os tratamentos com TNF-a, AZ, NA, TNF-a+NA,
TNF-a+PA, AZ+NA e AZ+PA em comparag&o ao grupo controle (p < 0,05), enquanto
o grupo submetido a PA apresentou sintese de TIMP-1 estatisticamente semelhante
ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 6a). A sintese de TIMP-2 pelos HGF foi
significativamente diminuida apos os tratamentos com TNF-a, AZ, NA, PA, TNF-
a+NA, TNF-a+PA, AZ+NA e AZ+PA em comparagao ao grupo controle (p < 0,05) (Fig.
6C).

Para Ob, foi observado um padrao diferente para a sintese de TIMPs: o TIMP-
1 aumentou significativamente apds os tratamentos com AZ e AZ+PA em comparagao
ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com TNF-a, NA,
PA, TNF-a+NA, TNF-a+PA e AZ+NA apresentaram sintese de TIMP-1
estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 6b). A sintese de TIMP-
2 pelos Ob diminuiu significativamente apés o tratamento com TNF-a em comparagéo
ao grupo controle (p < 0,05), enquanto um aumento significativo de TIMP-2 foi
observado apds os tratamentos com AZ+NA e AZ+PA em comparagdo com o grupo
controle (p < 0,05) e os grupos submetidos aos tratamentos AZ, NA, PA, TNF-a+NA
e TNF-a+PA apresentaram sintese de TIMP-2 estatisticamente semelhante ao grupo
controle (p > 0,05) (Fig. 6d).
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5.5 Analise da atividade gelatinolitica

Figura 7 — Atividade gelatinolitica avaliada por meio de zimografia in situ
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Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia para analise da atividade
gelatinolitica, por meio de zimografia in situ (EnzChek gelatinase/collagenase Assay Kit), de
fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e osteoblastos (Ob) (b,d) apods pré-tratamento
com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposi¢cdo ao TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) ou AZ (acido zoledrénico). A atividade gelatinolitica é caracterizada pela
liberagao de fluoresceina (verde) (a,b). Os nucleos celulares estdo corados em azul (Hoechst)
nas imagens sobrepostas (c,d). A barra de escala representa 500 um (ampliagédo de 10x)
(n=4).

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Para HGF (Fig. 7a,c) e Ob (Fig. 7b,d), o tratamento com TNF-a e AZ induziu a
maior intensidade de fluorescéncia entre todos os grupos, indicando maior atividade
das enzimas gelatinoliticas produzidas por estas células. O pré-tratamento com NA
ou PA, seguido (ou n&do) de exposicdo ao TNF-a ou AZ, promoveu menor intensidade
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de fluorescéncia, indicando modulagdo da atividade gelatinolitica causada pelo pré-

tratamento com estes flavonoides (Fig. 7).

5.6 Analise da adesao celular

Figura 8 — Adeséo celular sobre superficie de Ti avaliada por fluorescéncia

HGF Ob
a
(o3 TNF AZ (o3 TNF AZ
TNF + NA AZ + NA TNF + NA AZ + NA
TNF + PA AZ + PA TNF + PA AZ + PA
Nucleo Actina Nucleo Actina

Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia para analise da adesdo de
fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a) e osteoblastos (Ob) (b) sobre discos de titanio apds
pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposigao ao
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (acido zoledrénico). Os nucleos celulares estéao
corados em azul (Hoechst) e o citoplasma em vermelho (ActinRed). A barra de escala
representa 250 ym (Aumento de 10X) (n=4).

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Foi possivel observar, qualitativamente, um maior numero de HGF aderidos ao
substrato de Ti nos grupos submetidos ao pré-tratamento com NA e PA comparados
ao controle negativo (C). A exposicdo ao AZ, no entanto, causou contragéo
citoplasmatica das células, as quais apresentaram-se menos alongadas quando
comparadas aos demais grupos experimentais. O pré-tratamento com NA e PA
promoveu uma atenuacdo do efeito deletério causado pelo AZ, possibilitando
espalhamento e morfologia celular semelhante ao C; porém, esse efeito foi mais
pronunciado pelo pré-tratamento com PA. O TNF-a ndo alterou a morfologia e o

numero de células aderidas ao substrato de Ti, mas nota-se maior nUmero de células
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aderidas ao substrato no grupo pré-tratado com PA seguido do estimulo com TNF-a
(Fig. 8a).

Em relagdo aos Ob, foi observado, qualitativamente, um menor numero de
células aderidas ao substrato de Ti quando expostas ao AZ. Entretanto, quando as
células foram pré-tratadas com NA e PA seguido da exposi¢cdo ao AZ, um maior
numero de Ob aderidos ao substrato de Ti foi observado em relagéo ao grupo tratado
somente com AZ. A exposicéo das células ao TNF-a ndo afetou a adesao dos Ob ao
Ti em relagdo ao C, porém, quando houve o pré-tratamento com NA e PA seguido da
exposi¢cao ao TNF-a, observou-se um maior numero de células aderidas em relagéo

ao C e ao grupo tratado somente com TNF-a (Figura 8b).



5.7 Analise da proliferagao celular

Figura 9 — Proliferagao celular na superficie de Ti avaliada por fluorescéncia
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Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia para analise da proliferagao
(CyQUANT NF Cell Proliferation Assay) de fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a/c) e
osteoblastos (Ob) (b/d) na superficie de titdnio apos pré-tratamento com NA (naringenina) ou
PA (proantocianidinas), seguido de exposi¢éo ao TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ
(acido zoledrdnico). A barra de escala em (a) representa 500 ym (Aumento de 5x) e em (b)
representa 250 ym (Aumento de 10x) (n=4).

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

A analise qualitativa da proliferacdo dos HGF e Ob, por meio de microscopia
de fluorescéncia, demonstrou que o tratamento com TNF-a e AZ resultou em menor
densidade celular, condizente com uma menor taxa de proliferacdo, enquanto o pré-

tratamento com os flavonoides reduziu este efeito negativo, aumentando a densidade
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celular demarcada na presenga ou auséncia do TNF-a e AZ, indicando aumento da

proliferagdo dessas células (Figura 9).
5.8 Andlise da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

Figura 10 — Atividade de ALP por Ob semeados sobre Ti e avaliada por Ensaio de ponto final
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Atividade de fosfatase alcalina (ALP) (% do controle) por Ob apds pré-tratamento com NA
(naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposicdo ao TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) ou AZ (acido zoledrdnico). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio
padrdo. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante (one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, p < 0,05; n=6).

Fonte: Elaboragao propria.

O tratamento com o AZ diminuiu marcadamente (em média 95%) a atividade
de ALP pelos Ob em relagdo ao controle negativo (C) (Tukey, p < 0,05). O pré-
tratamento com NA melhorou discretamente esse efeito, aumentando em média 20%
a atividade de ALP em relag&o ao grupo tratado com AZ (Tukey, p < 0,05), enquanto
o pré-tratamento com PA seguido de exposi¢cdo ao AZ nao interferiu na atividade de
ALP. O grupo exposto ao TNF-a apresentou diminui¢ao significativa da atividade de
ALP (em média 25%) em relagcédo ao C (Tukey, p < 0,05). O pré-tratamento com os
flavonoides melhorou esse efeito negativo promovido pelo TNF-a, estimulando a
atividade de ALP, que se apresentou semelhante ao C (Figura 10).



42

6 DISCUSSAO

O uso do AZ tem sido relacionado a efeitos deletérios sobre os tecidos orais,
principalmente demonstrados pelo desenvolvimento de MRONJ; assim, a indicagao
de colocagcdo de implante dentario em pacientes que utilizam de AZ ainda é
contraditoria, pois esse procedimento cirurgico pode desencadear areas de necrose
tecidual”8.

Além disso, ndo s6 a colocacio de implantes dentarios poderia ser um fator de
risco para MRONJ, mas também a presenca do préprio implante no interior do 0sso
alveolar, com constante carga mastigatoria e remodelagéo tecidual também podem
resultar na liberagdo do bisfosfonato e a efeitos toxicos sobre os tecidos peri-
implantares®. Portanto, o uso de compostos capazes de regular tais efeitos, como os
flavonoides, tais como aqueles avaliados no presente estudo, parece ser uma
estratégia interessante para controlar ou prevenir esses efeitos negativos.

Inicialmente, para a linhagem celular Ob, foi determinada uma concentragao
nao citotéxica de flavonoides (NA e PA) por meio da taxa de viabilidade celular pelo
ensaio de prestoBlue. De acordo com a International Organization for Standardization
(1ISO) 10993-5227%, uma redugao da viabilidade celular em mais de 30% é considerada
um efeito citotdxico. Assim, por avaliagdo dose-resposta, observamos que NA e PA
na concentragao de 0,5 uyg/mL ndo causaram redugao da viabilidade celular apos 24
e 48 horas de contato com as células; portanto, Ob expostos a NA ou PA exibiu
viabilidade estatisticamente semelhante a do grupo controle. Para HGF, a
concentragcédo de NA e PA foi selecionada com base em investigagao anterior, na qual
os autores demonstraram que 10 ug/mL de ambos os flavonoides ndo causam efeitos
toxicos a tal linhagem celular?®.

Portanto, por meio de um modelo in vitro de superficie de implante dentario,
avaliamos os efeitos do pré-tratamento com NA e PA na adesao, proliferacéo,
atividade de ALP e regulagao dos efeitos gelatinoliticos induzidos por AZ. A utilizag&o
deste modelo foi importante porque o ambiente celular desempenha um papel
fundamental em diversas fungdes celulares, influenciando diretamente no fendtipo
celular®®. Este modelo laboratorial foi utilizado em investigagdes anteriores para
mimetizar condi¢des in vivo de células peri-implantares em substrato de titanio'314.76,
Para investigar a influéncia de NA e PA na sintese de proteinas relacionadas ao
metabolismo do colageno durante o reparo peri-implantar, duas linhagens celulares
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foram utilizadas neste estudo - Ob e HGF, que estao presentes no 0sso e na mucosa
oral ao redor dos implantes dentarios.

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com os flavonoides NA e
PA (10 pg/mL para HGF e 0,5 ug/mL para Ob) previamente a exposicdo ao AZ
favoreceu a proliferacdo e adesdo celular, bem como controlou os efeitos
gelatinoliticos induzidos por este BF, regulando negativamente a sintese e atividade
de MMP-2 e MMP-9 por HGF e Ob. Para o HGF, o pré-tratamento com estes
flavonoides n&o regulou positivamente a sintese de TIMP-1 e TIMP-2 apds a
exposicao ao AZ. Para Ob, TIMP-1 e TIMP-2 foram regulados positivamente nos
grupos pre-tratados com PA seguido de AZ, enquanto TIMP-2 também foi regulado
positivamente no grupo pré-tratado com NA seguido de AZ. Apos exposigcédo ao AZ,
somente o pré-tratamento com NA favoreceu discretamente a atividade de ALP, a qual
foi marcadamente diminuida pelo tratamento com o AZ.

A concentragédo de AZ utilizada no presente estudo (5 uM) foi encontrada nos
niveis orais de pacientes com risco de MRONJ?8 e ja foi utilizada em investigagbes
anteriores'3'4. Em altas concentragdes (10 M), o AZ pode inibir diferentes tipos de
MMPs (incluindo MMP-2 e MMP-9) devido a sua capacidade de quelar Ca?* e Zn?*,
que sdo essenciais para a atividade enzimatica das MMPs'. Porém, em
concentragdes mais baixas (10 a 10 M), o AZ inibe a via do mevalonato'” e aumenta
a sintese e atividade de MMP-2 e MMP-9'3, assim como observado em nosso estudo,
uma vez que a concentragdo utilizada foi de 5 x 10 M. O aumento da sintese e
atividade de MMPs pode contribuir para o inicio da MRONJ, devido ao fato de que o
AZ pode regular positivamente essas enzimas pelos HGF'3'4 no osso alveolar in
vivo'® e na saliva de pacientes que desenvolveram MRONJ'6.

MMP-2 e MMP-9 s&o classificadas como gelatinases e promovem a clivagem
de gelatinas, a forma desnaturada do colageno®', além de outras proteinas da matriz
extracelular. Em disturbios inflamatoérios, como a periodontite, a sintese aumentada
dessas gelatinases pelos fibroblastos desempenha um papel importante na destruicéo
tecidual®3.

No tecido 6sseo, o Ob é a principal fonte destas gelatinases e outros tipos de
MMPs, que iniciam a reabsorgcdo 6ssea para aumentar a atividade dos osteoclastos;
em contrapartida, a auséncia de MMPs aumenta a massa 6ssea'’. Aqui, observamos
que HGF e Ob expostos ao AZ apresentaram aumento na sintese de MMP-2 e MMP-
9, indicando que a presenca deste BF poderia contribuir para a destruicdo do tecido



44

peri-implantar mediada por HGF e Ob, enquanto o pré-tratamento com flavonoides
(NA e PA) regularam negativamente a sintese destas MMPs por ambos os tipos
celulares. Ainda, a analise dos dados do presente estudo indicou feedback positivo do
TNF-a na regulagao positiva das MMPs, corroborando os resultados de investigagdes
anteriores, nas quais niveis aumentados de MMP-2 e MMP-9 pelos HGF foram
estimulados pelo TNF-a'314,

As MMPs sao produzidas principalmente em formas latentes n&o ativas (pro-
formas) e sdo ativadas a partir da troca de cisteina®. Assim, determinar apenas os
niveis de MMPs n&o indica uma relagdo direta com a degradacdo da matriz
extracelular por estas enzimas. Dessa forma, avaliamos no presente estudo a
atividade gelatinolitica das MMPs por meio de zimografia in situ, que consiste na
digestao do substrato gelatinoso por MMPs ativas®. Quando esse substrato é clivado,
a degradagdo da gelatina (atividade MMP) €& detectada como fortes pontos
fluorescentes contra um fundo preto®. Uma limitagdo desta técnica & a dificil
especificagdo das diferentes classes de MMPs®. Porém, o substrato de gelatina
utilizado em nosso estudo indica que gelatinases, como MMP-2 e MMP-9, foram
ativadas e foram capazes de degradar esse substrato.

A analise dos dados obtidos da zimografia in situ confirmou que MMP-2 e MMP-
9 induzidas por AZ nao foram apenas superproduzidas por HGF e Ob, mas também
foram ativadas no presente modelo in vitro de superficie de implante dentario. A
exposi¢cao ao TNF-a também aumentou a atividade gelatinolitica das MMPs, como ja
foi observado em estudo anterior, no qual o TNF-a aumentou a atividade gelatinolitica
por HGF'3. Os grupos submetidos ao pré-tratamento com flavonoides e expostos ao
AZ ou TNF-a apresentaram menores niveis de MMPs ativadas.

A protedlise extracelular mediada por MMPs é controlada principalmente por
proteinas endogenas classificados como inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs), produzidos por diferentes tipos de células, incluindo HGF e Ob'"83, TIMPs
sdo uma familia de proteinas multifuncionais que inibem a atividade catalitica de todas
as MMPs no espac¢o da MEC, formando complexos de alta afinidade com formas
ativas e pro-formas de MMPs; o TIMP-1 possui alta afinidade pela MMP-9, enquanto
o TIMP-2 apresenta maior afinidade pela MMP-2'". Sob condi¢des inflamatorias (como
a periodontite) ou disturbios metabdlicos (como a osteoporose), ha um desequilibrio
na relacdo MMPs/TIMPs, o que leva a remodelagcdo 6ssea anormal e a destruicdo
tecidual'’.
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Em nosso trabalho, também investigamos o papel do AZ na expressédo de
TIMPs por HGF e Ob pré-tratados com os flavonoides (NA e PA). Com base em estudo
anterior, no qual o TNF-a foi utilizado como controle positivo para a expresséo génica
de TIMP por fibroblastos de pele humana’’, também utilizamos essa citocina para
esse fim; no entanto, a analise dos nossos dados mostrou que o tratamento com TNF-
a ndo aumentou a sintese proteica dos TIMPs; assim, podemos sugerir que embora
o TNF-a possa induzir aumento da expressao do gene TIMP pelos fibroblastos da pele
humana’’, ndo houve transcricdo da sintese proteica de TIMP-1 e TIMP-2 por HGF e
Ob nos periodos avaliados em nosso estudo utilizando modelo in vitro de superficie
de implante dentario.

Além disso, em nosso estudo tempo-resposta para determinagao do periodo
de avaliagao dos TIMPs, observamos niveis mais baixos de TIMPs estimulados por
TNF-a em HGF, enquanto para Ob, os TIMPs foram estimulados por TNF-a em
periodos especificos de avaliagao. Este resultado difere de Ob semeados em discos
de titdnio (nenhuma estimulagdo de TNF-a na produg¢ao de TIMP foi observada para
Ob), e este resultado pode ser explicado pelo fato de que em nosso estudo de tempo-
resposta, Ob foram semeados diretamente em placas de cultura de 24 pogos e nao
em superficies de titanio; assim, o substrato (microambiente) onde as células foram
semeadas provavelmente interferiu na expressao proteica de TIMPs por Ob.

No presente modelo in vitro de superficie de implante dentario, apos o
tratamento de HGF com AZ, TIMP-1 e TIMP-2 ndo foram regulados positivamente. De
fato, a analise dos dados demonstrou uma diminuig&o significativa na sintese proteica
destes TIMPs em comparag¢ao ao grupo controle. Como discutido anteriormente, foi
observado um aumento na sintese e atividade de MMP-2 e MMP-9 quando HGF foram
expostos ao AZ, sugerindo um aumento na degradagcdo da MEC mediada por MMPs,
uma vez que a sintese de MMPs foi mais estimulada do que a sintese de TIMPs no
grupo AZ. Os grupos pré-tratados com flavonoides (NA e PA) ndo apresentaram
regulagéo positiva na sintese de TIMP; entretanto, esses grupos exibiram regulagao
na sintese e atividade de MMPs induzidas pelo pré-tratamento com flavonoides.

Ob expostos ao tratamento com AZ exibiram aumento da sintese de TIMP-1.
Quando estas células foram pré-tratadas com PA e depois expostas ao AZ, foi
observada uma regulagao positiva mais pronunciada da produg¢ao de TIMP-1. O TIMP-
2 nao foi regulado positivamente pelo tratamento com AZ; no entanto, quando as
células foram pré-tratadas com NA ou PA e expostas ao AZ, foi observado um
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aumento significativo na produgao de TIMP-2. Estes resultados indicaram um possivel
mecanismo na regulacao da sintese de MMP-9 pelo TIMP-1 em Ob exposto ao AZ.
Entretanto, o TIMP-2 nao foi regulado positivamente quando as células foram tratadas
com AZ, e foi observada uma sintese aumentada de MMP-2 induzida por AZ,
sugerindo um aumento na degradagdo da MEC mediada pela MMP-2. Porém, quando
Ob foram pré-tratados com NA ou PA e exposto ao AZ, foi observada uma regulagéo
negativa na sintese e atividade de MMP-2 e uma regulagédo positiva na sintese de
TIMP-2, implicando um mecanismo regulador na degradagado da MEC induzido pelo
pré-tratamento com os flavonoides.

Os flavonoides NA e PA tém sido utilizados em diferentes tipos de
investigacdes, e seu potencial na regulagdo de MMPs foi demonstrado em modelos
pré-clinicos??-2585_ A andlise dos dados do nosso estudo confirmou o potencial desses
tipos de flavonoides para regular negativamente a sintese e atividade de MMP-2 e
MMP-9 por HGF e Ob. O mecanismo envolvido na regulagado negativa de MMPs por
NA e PA nao foi claramente elucidado, mas tem sido associado a inibicdo da via do
fator nuclear kappa B (NF-kB), que, quando ativado, regula positivamente a produgao
de MMPs®-". Embora os efeitos da NA e da PA na regulagido das MMP ja tenham
sido amplamente explorados, a literatura atual sobre os seus efeitos especificos nas
TIMPs permanece escassa. No entanto, o potencial de outros tipos de flavonoides tem
sido investigado em diferentes modelos e tipos celulares, demonstrando n&o haver
diferengas na produgdo de TIMPs apos tratamento com flavonoides®-°°. Em nossa
pesquisa, para HGF, observamos que os grupos tratados com NA e PA exibiram niveis
mais baixos de sintese de TIMP-1 e TIMP-2 em comparagao ao grupo controle. Por
outro lado, a sintese de TIMP-1 e TIMP-2 nao foi influenciada pelo pré-tratamento de
Ob com ambos os flavonoides.

A investigacéo dos efeitos do AZ sobre HGF e Ob foi importante, pois embora
MRONJ envolva osso necrotico exposto na regido maxilofacial®, a principal
caracteristica desta condigdo é a perda de tecido mole que cobre esse 0osso exposto’?.
Portanto, com base nos dados obtidos, sugerimos um mecanismo potencial
envolvendo os efeitos do HGF e do Ob na destruicao tecidual na presenca de AZ
através da regulagao positiva da sintese e atividade de MMP-2 e MMP-9. Esses
achados podem estar clinicamente correlacionados a uma resposta gelatinolitica local
e a degradacéo da MEC, prejudicando o selamento biolégico (mediado pelo HGF) e a
osseointegracao (mediada pelo Ob) dos implantes dentarios, contribuindo para a falha
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do implante induzida pelo AZ. Em contrapartida, o pré-tratamento com flavonoides
mostrou uma estratégia adequada para a prevencdo dos efeitos gelatinoliticos
induzidos pelo AZ, indicando um potencial interessante da NA e PA para o controle
da degradacdo da MEC ao redor dos implantes dentarios, o que pode favorecer a
estabilidade a longo prazo do selamento bioldgico e osseointegragao de implantes
dentarios.

Outras fungdes celulares muito importantes avaliadas neste trabalho incluem a
adesao e proliferagcao de HGF e Ob sobre a superficie de Ti, bem como a atividade
de ALP, pois também estéo relacionadas ao selamento biologico e osseointegracéo
de implantes dentarios. O selamento bioldgico é caracterizado pela adesdo das
células da mucosa oral as superficies dos implantes, a qual € fundamental para a
manutengao dos componentes protéticos dos implantes, formando uma barreira fisica
e imunoldgica e prevenindo infec¢gées bacterianas, além de proporcionar estética
adequada a esses componentes®?. Ja a osseointegragdo caracteriza-se como um
contato direto entre o implante dentario e o tecido ésseo maduro, permitindo que este
seja submetido a cargas funcionais®'. A ades&o dos osteoblastos as superficies dos
implantes dentarios € importante porque estas células interagem com uma matriz de
fibras colagenas n&o mineralizadas para auxiliar na remodelag&o do 0sso que suporta
estes implantes®2. Ainda, a migragdo de osteoblastos para a superficie do implante,
sua adesao, proliferagao e sintese de matriz sdo eventos significativos relacionados a
obtengao de tecido 6ésseo maduro e funcional. Assim, fatores que possam interferir
nessas fungdes celulares podem resultar em atraso ou falha no processo de
osseointegragao®.

Nossa investigagao demonstrou que o tratamento com AZ prejudicou a adesao
e proliferagcdo de HGF e Ob semeados sobre discos de Ti, revelando menor numero
de células aderidas e menor proliferagao celular, o que poderia estar correlacionado
com um selamento biolégico e osseointegracdo deficientes, devido aos efeitos
citotoxicos causados pelo AZ, interferindo no metabolismo celular, como observado
por outros estudos'®'48'. Porém, o pré-tratamento com os flavonoides (NA e PA)
modulou esses efeitos deletérios e ambos os tipos celulares apresentaram adesao e
proliferagdo semelhante ao controle negativo; o que podem estar relacionado a
mecanismos de citoprotecdo promovido pelo pré-tratamento com os flavonoides, os
quais estdo ligados a diversos mecanismos que ainda ndo foram completamente

elucidados, mas que envolvem inibicdo do fator de transcricido NF-kB e abertura de
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canais de potassio mitocondriais, resultando na regulagao positiva dos ciclos celulares
e efeitos antioxidantes®594-97,

Em relagédo a produgédo de ALP, observamos uma diminuigdo acentuada da
atividade dessa enzima causada pelo tratamento com AZ, confirmando achados
anteriores’®. Somente o pré-tratamento com NA favoreceu discretamente a atividade
de ALP, porém significantemente inferior ao controle negativo. A ALP é uma
metaloenzima composta por diversas isoenzimas de glicoproteinas ligadas a
membrana, altamente expressas no estagio inicial da formagao de tecido mineralizado
durante a diferenciagdo dos osteoblastos®. Estudos anteriores mostraram que a NA
estimula a atividade da ALP®%'9° Esta enzima desempenha papel fundamental na
formacgao de tecido duro pela facilitagcdo da mineralizagao das fibrilas de colageno e
reducdo da concentracdo extracelular de pirofosfato, que € um inibidor da formacéao
mineral®8. Nossos dados demonstraram que o AZ diminui marcadamente a atividade
de ALP e o pré-tratamento com os flavonoides n&o foi capaz de modular
significativamente esse efeito deletério. Tais resultados também poderiam contribuir
para o desenvolvimento da MRONJ induzida pelo AZ.

Em geral, os BFs podem apresentar efeitos na remodelagdo Ossea,
angiogénese, processos infecciosos e inflamatorios e nos tecidos moles; esses efeitos
podem contribuir para o desenvolvimento da MRONJ apés o desencadeamento inicial
da lesdo®. Estudos futuros em animais poderdo melhorar nossa compreensdo da
patobiologia da MRONJ e dos possiveis mecanismos de estratégias terapéuticas,
como o uso dos flavonoides aqui investigados, nas respostas imunes, na angiogénese
e na remodelagcdo éssea envolvendo osteoclastos, uma vez que nosso modelo

experimental apresenta limitagdes quanto a esses aspectos.



49

7 CONCLUSAO

Em concluséo, o tratamento com AZ prejudicou a adesao e proliferagao celular,
aumentou significativamente a sintese e atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9
pelos HGF e Ob, induzindo também uma diminui¢ao significativa de TIMP-1 e TIMP-
2 pelos HGF, além de promover marcada diminuicdo de ALP pelos Ob. O preé-
tratamento de células com NA e PA modulou os efeitos deletérios do AZ, melhorando
a adeséo e proliferacédo celular, regulando negativamente a sintese e atividade de
MMP-2 e MMP-9 pelos HGF e Ob e aumentando a producédo de TIMP-2 pelos Ob.
Entretanto, o pré-tratamento com os flavonoides nao foi capaz de contrapor os efeitos
deletérios do AZ sobre a atividade de ALP pelos Ob.
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Foi apresentado o relatério final.

Recomendagoes:
Vide Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sugere-se aprovacgao do relatorio final da pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Relatdrio Final APROVADO em reunido de 15 de margo de 2024.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Qutros Relatorio_Final_Projeto.pdf 21/02/2024 |Carlos Alberto de Postado
08:27:58 | Souza Costa
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Continuagéo do Parecer: 6.708.151

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 18 de Margo de 2024

Assinado por:
Andréa Gongalves
(Coordenador(a))

Endereco: HUMAITA 1680, SALA 512

Bairro: CENTRO CEP:
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459

14.801-903
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Nao autorizo a publicagao deste trabalho pelo prazo de até 2 anos apés a data
de defesa

(Direitos de publicagao reservados ao autor)

Araraquara, 03 de junho de 2024.

Lais Medeiros Cardoso
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