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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 doenças ósseas 
neoplásicas e metabólicas, controlando a reabsorção do tecido ósseo. Esses 
medicamentos apresentam alta capacidade de adesão aos tecidos mineralizados e, a 
partir de um evento traumático e/ou inflamatório, podem ser liberados. A instalação de 
implantes dentais osseointegrados em pacientes em tratamento com BF é 
controversa, pois a indução de um evento traumático no local pode desencadear áreas 
de osteonecrose. A super-expressão de enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs) 
por células da mucosa oral e osteoblastos em contato com bisfosfonatos, também 
pode interferir negativamente na osseointegração e formação do selamento biológico 
dos implantes. Assim, a modulação 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 vinífera) e 
Naringenina (NA) (sintética), no controle da síntese e atividade dessas enzimas por 
fibroblastos gengivais humanos (HGF) e osteoblastos (Ob; Saos-2) cultivados sobre 
superfícies de titânio e tratados com o BF ácido zoledrônico (AZ). Discos de titânio 
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 concentração não 
citotóxica de PA ou NA, previamente definida, por 24 horas, seguido da adição do AZ 
(5 μM) em DMEM sem SFB. Após diferentes períodos de contato, foram avaliadas a 
adesão e proliferação celular (microscopia de fluorescência direta), síntese de MMP-
2 e MMP-9, bem como dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP)-1 e 
TIMP-2 (ELISA) e atividade gelatinolítica (zimografia in situ). A capacidade de 
mineralização pelos Ob foi avaliada por meio da atividade de fosfatase alcalina (ALP) 
após 7 dias de cultura. Os dados foram analisados pelos testes one-way ANOVA e 
Tukey post-hoc (α = 0,05). O tratamento com AZ prejudicou a adesão e proliferação 
celular, além de aumentar a síntese (p < 0,05) e a atividade das MMPs; o pré-
tratamento com os flavonoides controlou os efeitos gelatinolíticos induzidos pelo AZ, 
regulando negativamente a síntese e atividade de MMPs (p < 0,05) por HGF e Ob, 
além de favorecer a adesão e proliferação dessas células. Para HGF, o pré-tratamento 
com NA e PA não regulou positivamente a síntese de TIMP após exposição ao AZ (p 
> 0,05); para Ob, o TIMP-2 foi regulada positivamente (p < 0,05) pelos flavonoides,
seguido de exposição ao AZ. A atividade de ALP em Ob foi marcadamente diminuída
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 modulação dos efeitos deletérios do AZ, favorecendo a adesão e
proliferação celular, regulando negativamente a síntese e atividade de MMP-2 e MMP-
9 por HGF e Ob e regulando positivamente o TIMP-2 por Ob.

Palavras-chave: Fibroblastos. Osteoblastos. Ácido zoledrônico. Implantes dentários. 
Metaloproteinases da matriz. Flavonoides. 
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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 μM) 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 (α = 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 INTRODUÇÃO 

 

O ácido zoledrônico (AZ) é um bisfosfonato (BF) de uso intravenoso com 

potente ação farmacológica e afinidade aos ossos, especialmente aos ossos 

maxilares, onde um alto metabolismo ósseo é observado1. Esse fármaco é 

recomendado para o tratamento da osteoporose, doença de Paget, tumor de célula 

gigante ósseo, hipercalcemia induzida por tumor, prevenção de metástases ósseas 

de tumores malignos e controle de mieloma múltiplo2. 

Dentre todos os BFs, o AZ apresenta a maior afinidade ao tecido ósseo e é 

comumente associado ao desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares associada 

à medicamentos (MRONJ)3-5. Essa condição patológica pode ser caracterizada 

clinicamente como osso exposto ou osso que pode ser sondado através de fístula(s) 

intraoral ou extraoral na região maxilofacial por mais de oito semanas, sem histórico 

de radioterapia nos maxilares ou doença metastática nos maxilares, associado a um 

tratamento atual ou anterior com agentes antirreabsortivos (como BFs) isoladamente 

ou em combinação com medicamentos imunomoduladores ou antiangiogênicos5. 

Embora o primeiro caso da MRONJ relacionada à BF tenha sido relatado em 20036, 

a patogênese desta condição permanece incerta. 

Os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da MRONJ 

incluem o tipo de BF utilizado (potência e via de administração), duração do 

tratamento, fatores locais (presença de infecção ou inflamação), cirurgia dentoalveolar 

(extração dentária ou colocação de implante dentário) e comorbidades sistêmicas5,7. 

Assim, a indicação de colocação de implantes dentários osseointegrados em 

pacientes que usam AZ permanece controversa, pois a administração intravenosa 

desse BF pode aumentar as chances de um paciente desenvolver MRONJ 

desencadeada pela colocação de implantes7,8. Além disso, foi demonstrado 

anteriormente que pacientes com implantes dentários osseointegrados que iniciam 

terapia intravenosa com BFs apresentam risco aumentado de desenvolver MRONJ9. 

Consequentemente, pacientes com histórico de regime de BFs, 

independentemente de ser utilizado para tratamento de osteoporose ou malignidade 

óssea, apresentam risco de desenvolvimento de MRONJ após a colocação de 

implantes dentários8. Outro fato importante a ser considerado é a ausência de 

biomarcadores validados para indicar ou não a instalação de implantes em pacientes 



13 
 

sob regime de BFs, o que significa que nenhum marcador de remodelação óssea pode 

prever o risco de MRONJ5. 

Embora o efeito do AZ nos osteoclastos tenha sido bem estabelecido, os seus 

efeitos em outros tipos de células ainda não foram totalmente elucidados. Estudos 

demonstraram que esse fármaco causa efeitos citotóxicos em osteoblastos, 

diminuindo a capacidade de mineralização dessas células, que estão diretamente 

envolvidas nos processos de síntese e mineralização da matriz óssea, além de efeitos 

inibitórios na diferenciação osteoblástica, o que pode favorecer o desenvolvimento de 

MRONJ10,11. O papel dos tecidos moles na patogênese da MRONJ também foi 

avaliado, uma vez que as principais características desta condição são a perda de 

cobertura dos tecidos moles e exposição óssea12. Assim, a toxicidade sobre tecidos 

moles dos BFs tem sido indicada como um possível fator capaz de favorecer a 

MRONJ. 

Outrossim, investigações demonstraram que o AZ pode aumentar os níveis de 

metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos gengivais em um modelo in vitro 

de superfície de implante dentário13,14, em osso alveolar em um modelo in vivo15 e na 

saliva de pacientes que desenvolveram MRONJ16. Dessa forma, o aumento da síntese 

e atividade de MMPs pode contribuir para o estabelecimento de MRONJ em pacientes 

sob terapia com AZ. As MMPs são enzimas responsáveis pela degradação e 

renovação da maioria dos componentes da matriz extracelular (MEC), apresentando 

a capacidade de fragmentar colágenos fibrilares em condições fisiológicas normais; 

entretanto, em condições patológicas, como doenças periodontais, o desequilíbrio 

entre as MMPs e seus inibidores teciduais (TIMPs) aumenta a degradação da MEC e 

a destruição tecidual17. No tecido periodontal, os TIMPs não são suficientes para 

regular negativamente as MMPs patologicamente elevadas18; assim, diferentes 

estratégias para regulação de MMPs estão sendo investigadas, como o uso de 

flavonoides. 

Os flavonoides são compostos bioativos que compõem uma importante classe 

de metabólitos secundários vegetais de baixo peso molecular, apresentando estrutura 

polifenólica e ocorrendo amplamente em frutas, vegetais, ervas, bebidas, especiarias 

e óleos19. Entre os diferentes flavonoides, o potencial da naringenina (NA) e das 

proantocianidinas (PA) na regulação das MMPs foi demonstrado em modelos pré-

clínicos20-25, bem como seu potencial para promover aumento da viabilidade celular e 

modulação de mediadores pró-inflamatórios por fibroblastos gengivais e 
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queratinócitos orais24,25. NA e PA são encontrados em diferentes fontes naturais e 

dependendo de sua origem, condições de cultivo, clima e protocolo de extração, esses 

flavonoides podem ter formulações diferentes, resultando em efeitos terapêuticos 

variáveis, o que pode resultar em resultados não padronizados26. Assim, flavonoides 

cujas variáveis sintéticas podem ser obtidas comercialmente, como a NA, são 

candidatos interessantes para uso em análises biológicas. 

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 adesão e proliferação celular, síntese de MMP-2 (gelatinase A), MMP-

9 (gelatinase B), TIMP-1 e TIMP-2, atividade gelatinolítica 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 superfície de implante dentário.  
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2 PROPOSIÇÃO 
 

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 proliferação celular, síntese e atividade de MMPs 

e TIMPs por fibroblastos de gengiva humana e osteoblastos, bem como a capacidade 

de mineralização de osteoblastos cultivados sobre superfícies de titânio (Ti) e 

expostos ou não ao AZ.  
 

Objetivos Específicos 
a) Definir concentração de NA e PA que não apresentasse efeito citotóxico 

sobre fibroblastos e osteoblastos; 

b) Avaliar o efeito do pré-tratamento com NA e PA, em concentração não-

citotóxica, sobre fibroblastos e osteoblastos cultivados sobre superfícies 

de Ti e tratados ou não com AZ sobre a:  

- Síntese de MMP-2, MMP-9 e inibidores teciduais de MMPs (TIMP)-1 e 

TIMP-2;  

- Atividade gelatinolítica; 

- Adesão e proliferação celular; 

- Atividade de fosfatase alcalina (ALP) relacionada à capacidade de 

mineralização dos osteoblastos. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

Os bisfosfonatos (BFs) são fármacos análogos do pirofosfato inorgânico e 

amplamente empregados no tratamento de desordens metabólicas ósseas, como a 

osteoporose, além de tumores ósseos e metástases ósseas de tumores de mama e 

próstata27. O ácido zoledrônico (AZ) é um BF intravenoso que contém nitrogênio em 

sua estrutura química e apresenta um mecanismo de ação associado a inibição da via 

do mavalonato3,5. O bloqueio desta via impede que determinadas proteínas atuem nos 

locais adequados das células, levando a mudanças em muitos processos celulares, 

incluindo organização do citoesqueleto, tráfego vesicular e apoptose3; portanto, esse 

medicamento inibe a reabsorção óssea por interferir na osteoclastogênese, além de 

induzir a apoptose de osteoclastos maduros28-30. 

O AZ é indicado para o tratamento da osteoporose, doença de Paget, tumor 

ósseo de células gigantes, hipercalcemia induzida por tumores, prevenção de 

metástases ósseas a partir de malignidades e controle do mieloma múltiplo2. O AZ 

apresenta alta potência reabsortiva, alta biodisponibilidade (por ser administrado por 

via intravenosa) e quando se liga à hidroxiapatita do tecido ósseo, pode levar mais de 

10 anos para ser metabolizado e, consequentemente, excretado3,4. Além disso, dentre 

todos os BFs, o AZ é o que possui a maior afinidade de ligação ao tecido ósseo e é 

comumente associado a osteonecrose dos maxilares relacionada à medicamentos 

(MRONJ)3-5.  

Em geral, os BFs, incluindo o AZ, afetam a remodelação óssea, a angiogênese, 

o processo infeccioso e inflamatório, bem como os tecidos moles, e esses efeitos 

podem contribuir para o desenvolvimento da MRONJ após o desencadeamento inicial 

da lesão5. A principal característica da MRONJ é a perda do recobrimento mucoso e 

exposição óssea12, assim, os efeitos do AZ sobre as células da mucosa oral, como 

queratinócitos e fibroblastos, têm sido investigados atualmente. 

A etiopatogenia da MRONJ, apesar de amplamente estudada, ainda não está 

completamente elucidada28,31-33. Uma das hipóteses para tal lesão reside no fato de 

que os BFs não apresentam especificidade por células clásticas, podendo afetar 

negativamente outras células, como queratinócitos, fibroblastos, osteoblastos e 

células endoteliais. Como resultado, entre outros efeitos, ocorre a redução da 

proliferação e indução de apoptose nestas células10,34-36. 
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Sabe-se que diferentes fatores, como o tipo de BF utilizado (nitrogenado ou 

não-nitrogenado), estão relacionados ao surgimento destas áreas de necrose óssea33. 

A presença do radical nitrogenado na molécula de pirofosfato confere a estas drogas 

maior adesão aos cristais de hidroxiapatita dos tecidos mineralizados, o que aumenta 

a potência de tais medicamentos37. Além do tipo de BF, a via de administração, a qual 

pode ser oral ou intravenosa, também está relacionada ao desenvolvimento da 

MRONJ. Já foi demonstrado que a concentração de BFs nos tecidos orais é maior 

para aqueles administrados por via intravenosa, pois permanecem disponíveis para 

absorção pelos tecidos mineralizados a partir de sua administração, sem necessidade 

de metabolização37. A dose, frequência e tempo de tratamento com BFs, bem como 

fatores locais, tais como a presença de focos de infecção, processos inflamatórios e 

traumas, também são importantes no desenvolvimento e manutenção da 

MRONJ12,28,31,33. 

Estudos in vitro demonstraram que a aplicação do AZ em diferentes 

concentrações consideradas clinicamente relevantes, definidas por meio de 

quantificação de níveis de AZ na saliva e tecido ósseo38, apresentam toxicidade, isto 

é, redução da viabilidade das células da mucosa oral, a qual pode estar relacionada 

com indução de morte celular por apoptose em fibroblastos3,36,39-43, que por sua vez é 

associada à inibição da via do mavalonato44. Também tem sido observado aumento 

significativo na apoptose de queratinócitos induzido pelo AZ39,40, porém não há 

consenso na literatura sobre esse efeito3.  

Outro resultado causado pela exposição ao AZ é a redução da proliferação de 

células da mucosa oral39,41,42, o que indica um mecanismo pelo qual esse BF impede 

a cicatrização completa da mucosa e contribui para a exposição prolongada de osso 

necrótico em pacientes com MRONJ, uma vez que a proliferação celular é 

fundamental para a cicatrização de feridas e restauração da barreira mucosa3. Esta 

resposta também pode estar relacionada à inibição da via do mavalonato pelo AZ, a 

qual é associada à proliferação celular45. 

Em relação à migração celular, não há consenso na literatura de que o AZ 

possa afetar essa função em fibroblastos ou queratinócitos orais in vitro3,46. Dessa 

forma, acredita-se que a re-epitalização deficiente da mucosa oral em pacientes com 

MRONJ possa estar ligada à uma redução da proliferação 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 

metabólica celular e a cicatrização de feridas41,47,48. Portanto, esses efeitos podem 

comprometer a atividade celular da camada epitelial oral, especialmente sua taxa de 

renovação tecidual, aumentando o potencial de ruptura espontânea da mucosa, o que 

pode torná-la mais suscetível à danos e contribuir para a progressão da MRONJ3,41. 

Sugere-se que as áreas onde há uma mucosa oral delgada, como tórus palatino 

e cristas da maxila e mandíbula, são propensas ao desenvolvimento de MRONJ 

devido ao contato íntimo da mucosa ao osso subjacente, onde se deposita os BFs. 

Logo, esses fatores anatômicos apresentam potencial para exacerbar os efeitos 

tóxicos desses medicamentos, evidenciando o papel dos tecidos moles no 

desenvolvimento da MRONJ49.  

Em geral, o tratamento com AZ tem demonstrado efeitos negativos sobre 

osteoblastos e células da mucosa oral, incluindo aumento da apoptose e diminuição 

da proliferação celular, relacionada a uma cicatrização deficiente, bem como 

inflamação crônica e remodelação óssea alterada50. Deste modo, a MRONJ apresenta 

uma fisiopatologia multifatorial e influenciada por diferentes processos celulares, 

relações anatômicas, histórico médico e odontológico dos pacientes e risco de 

infecção50. 

Considerando a ampla utilização destes medicamentos na população, 

principalmente acima de 60 anos de idade33,51, outro problema também observado é 

o insucesso de implantes osseointegrados em pacientes submetidos à terapia com 

BFs52-54. Este insucesso pode estar diretamente relacionado com a agressão causada 

durante o procedimento operatório, tendo em vista que o trauma local pode atuar como 

fator promotor da liberação de BFs do tecido ósseo para a área operatória, impedindo 

a cicatrização e a remodelação óssea55. Além disso, estudos in vitro apresentaram 

resultados negativos quando essas drogas foram aplicadas sobre osteoblastos e 

células da mucosa em cultura10,34-36,39,46,56,57. Por outro lado, estudos clínicos 

demonstraram resultados diversos e contraditórios quanto à instalação 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 ósseo, resultando em um tecido ósseo mais rígido, 

entretanto, ausência de cicatrização local e perda dos implantes também foi 

observada nesses estudos52-54,58. 
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Outras investigações in vitro demonstraram os efeitos deletérios do AZ sobre 

células da mucosa oral semeadas sobre discos de titânio13,14. Sabe-se que a indicação 

da instalação de implantes dentários 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 instalação dos implantes7. 

Um provável mecanismo associado à essas falhas pode estar relacionado ao 

aumento da síntese e atividade das enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs) por 

fibroblastos gengivais13. As MMPs são responsáveis pela degradação e remodelação 

dos componentes da matriz extracelular (MEC) e sua superexpressão pode favorecer 

uma desorganização exacerbada do tecido conjuntivo e cicatrização peri-implantar 

dificultada13. As MMPs são reguladas negativamente por inibidores teciduais de 

metaloproteinases (TIMPs), que controlam a proteólise da MEC; portanto, o equilíbrio 

entre MMPs e TIMPs é crítico para a remodelação ideal dos tecidos59,60. 

O selamento biológico de implantes também pode ser prejudicado pelo AZ por 

meio de uma adesão e metabolismo deficientes de queratinócitos e fibroblastos à 

superfície de titânio14,61, visto que a obtenção de um selamento biológico de alta 

qualidade pela adesão de células da mucosa oral às superfícies dos implantes é 

fundamental para a manutenção dos componentes protéticos dos implantes, pois 

promove uma barreira física e imunológica, prevenindo a invasão bacteriana e 

proporcionando estética satisfatória à esses componentes62. 

Estudos futuros são necessários 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 condição. Entretanto, a regulação de 

MMPs e TIMPs pode ter um impacto benéfico no processo de reparo peri-implantar, 

indicando um alvo terapêutico, que pode ser utilizado para novas propostas de 

tratamento, como o uso de flavonoides. 

Diferentes compostos apresentam atividade inibitória sobre enzimas 

classificadas como colagenases/gelatinases, tal como o grupo das MMPs. As 

antocianinas/antocianidinas, como as proantocianidinas (PA), são compostos 

fenólicos naturais (também denominados de flavanonas ou flavonoides) que podem 

ser amplamente encontrados no reino vegetal, principalmente em frutas (acerola, 

maçã, cranberry, blueberry), nozes (amêndoa), sementes (uva), árvores (pinheiro 

bravo), flores (flor de longan), folhas (chá-verde e salsinha) e legumes (feijão comum 

e ervilha)63-65. Estes compostos têm apresentado resultados positivos como agentes 
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antioxidantes e se caracterizam como potentes inibidores de MMPs. Estudos 

desenvolvidos nas últimas décadas demonstraram que os flavonoides são capazes 

de reduzir a produção de mediadores inflamatórios por macrófagos e fibroblastos 

gengivais induzidos por LPS de periodontopatógenos64,66,67, além de inibir a produção 

e atividade de MMPs64,68.  

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que PA têm importantes atividades 

antioxidante, anti-inflamatória, antibacteriana e anti-apoptótica, resultando em maior 

sobrevivência celular, além de apresentarem efeitos benéficos na prevenção de várias 

doenças humanas, como o câncer, doenças cardiovasculares, acidente vascular 

cerebral, diabetes e doença periodontal63-70.  

Também foi observado que PA são capazes de remover e destruir uma vasta 

gama de espécies de radicais livres, além de exibirem um amplo espectro de 

atividades biológicas e farmacológicas contra a ocorrência de estresse oxidativo e 

formação de radicais livres, agindo, assim, como antioxidantes naturais que estão 

presentes na dieta humana64. Um estudo demonstrou que o tratamento de fibroblastos 

de ratos com PA por apenas 1 minuto, acelerou a proliferação celular de maneira 

concentração-dependente, além de inibir significativamente a formação intracelular de 

espécies reativas de oxigênio induzidas por peróxido de hidrogênio, sugerindo um 

efeito citoprotetor deste flavonoide nas células que sofreram estresse oxidativo65. 

Além disso, foi demonstrado in vitro, que o tratamento de fibroblastos gengivais 

humanos com PA promove um aumento da viabilidade celular e diminuição da 

produção de MMP-2 e MMP-9, as quais foram estimuladas pelo fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) em um modelo de exposição de tecido conjuntivo (ulceração) 25. 

No entanto, os flavonoides podem apresentar diferentes formulações, 

dependendo da fonte, condição de cultivo, clima e forma de extração26. Dentre os 

diversos flavonoides, a naringenina (NA) presente em frutas cítricas, como laranja, 

limão, tangerina, dentre outras, pode ser encontrada comercialmente em sua forma 

sintética, conferindo padronização deste composto, o qual apresenta efetividade na 

modulação da resposta inflamatória e na regulação da atividade de MMPs21,22,25.  

Estudos in vitro demonstraram que esse flavonoide cítrico é eficaz na 

modulação da resposta inflamatória e na regulação da atividade de MMPs21,22. 

Também foi demonstrado que esse composto apresenta potencial anti-inflamatório 

pela redução significativa dos níveis de citocinas, como TNF-α e interleucina (IL)-622,71. 
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Os efeitos da NA no tecido ósseo também foram investigados e os resultados 

demostraram que este flavonoide potencializa a diferenciação osteogênica de células-

tronco mesenquimais derivadas da medula óssea de rato, aumentando a atividade de 

ALP, bem como regulando positivamente a expressão de genes e proteínas 

osteogênicas72. Além disso, a NA apresenta efeitos na inibição da osteoclastogênese, 

indicando uma possibilidade significativa para o tratamento de doenças relacionadas 

à osteólise causadas pela formação e atividade excessiva de osteoclastos73. Assim, a 

NA pode apresentar potencial terapêutico para doenças ósseas, como a osteoporose, 

e para a reparação de defeitos ósseos. 

Portanto, o pré-tratamento das células do tecido peri-implantar com os 

flavonoides PA e NA, poderia modular a síntese e atividade de MMPs por fibroblastos 

e osteoblastos expostos ao AZ, diminuindo os efeitos negativos dessa droga e 

favorecendo eventos celulares relacionados ao selamento biológico e 

osseointegração. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

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

 

4.1 Preparo de discos de titânio (Ti) e padronização de rugosidade para modelo 
in vitro de superfície de implante dentário 

Foram obtidos discos de Ti usinados (grau IV; Realum Indústria e Comércio de 

Metais Puros e Ligas Ltda; São Paulo, SP, Brasil) com 8 mm de diâmetro e 1,5 mm 

de espessura, os quais foram submetidos ao polimento manual utilizando lixas d’água 

de granulação 400, 600 e 1200, para obtenção de rugosidade superficial 

padronizada13.  

Para remover qualquer material orgânico aderido à superfície, os discos foram 

submetidos à limpeza em ultrassom (Ultrasonic 1440 Plus – 40 KHz, Odontobras, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil), de acordo com o seguinte protocolo74: 

a) Imersão por 15 minutos em acetona (Qhemis, Indaiatuba, SP, Brasil); 

b) Imersão por 15 minutos em água destilada; 

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

d) Imersão por 15 minutos em água destilada; 

Anteriormente ao cultivo celular, os discos foram avaliados quanto à rugosidade 

superficial (parâmetro Ra – rugosidade média) em microscópio confocal de materiais 

(OLYMPUS LEXT OLS4000, Tóquio, Japão) (n=6). Para maior confiabilidade da 

medida de rugosidade, 5 áreas lineares distintas (distância percorrida entre as áreas 

1,5 mm) de cada disco foram avaliadas e a rugosidade de cada espécime foi 

determinada pela média das 5 áreas. A topografia dos discos de Ti também foi 

avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Inspect Scanning Electron 

Microscope—S50; FEI,Hillsboro, OR, EUA). 

Portanto, após padronização, limpeza em ultrassom e análise da rugosidade 

superficial, os discos foram esterilizados em autoclave (submersos em água destilada) 

e, então, 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 saudável, não-fumante após aprovação do Comitê de Ética 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 extração de terceiros 

molares inclusos e a partir desse fragmento, as células foram isoladas pela técnica de 

digestão enzimática75. 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 solução antibiótica/antimicótica (Gibco Antibiotic-

Antimycotic – 10 000 units/mL de penicilina, 10 000 µg/mL de estreptomicina e 25 

µg/mL de Anfotericina B, Gibco) e 3 mg/mL de colagenase tipo I (Worthington 

Biochemical Corp., Lakewood, NJ, EUA) por 24 horas em uma incubadora a 37°C e 

5% CO2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Após este período, os 

fragmentos celulares foram transferidos para um tubo estéril, centrifugados, 

ressuspendidos em meio DMEM completo (contendo solução antibiótica/antimicótica) 

+ 10% de SFB e transferidos para um frasco de cultura celular de 75 cm2 (Corning, 

New York, NY, EUA), até a obtenção de confluência 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% CO2 até o momento da 

realização dos experimentos. Células de passagens 2 a 6 foram utilizadas nesse 

estudo. 

A linhagem osteoblástica humana Saos-2 (American Type Culture Collection – 

ATCC # HTB85) foi selecionada para o estudo. Esses osteoblastos (Ob) foram 

mantidos em DMEM completo (contendo solução antibiótica/antimicótica) + 10% de 

SFB em frasco de cultura de 75 cm2 (Corning). Os procedimentos de subcultivo celular 

foram realizados utilizando tripsina-EDTA 0,25% (Gibco). Para a realização dos 

experimentos, os Ob foram cultivados da mesma forma como descrito anteriormente 

para os HGF.  

 

4.3 Modelo in vitro de superfície de implante dentário 
Para esse modelo, discos de Ti foram posicionados, individualmente, em 

placas de cultura de células de 24 compartimentos (TPP; Techno Plastic Products, 

Trasadingen, SH, Suiça), utilizando um dispositivo de aço inoxidável esterilizado para 

estabilizar e manter o disco na posição central do compartimento. Sobre o conjunto 

(disco + dispositivo) foi adicionado 1 mL de DMEM completo + 10% de SFB e foram 

cultivados 5 x 104 células por disco (para HGF e Ob), seguido de incubação a 37°C e 

5% de CO2 por 24 horas (Fig. 1). 
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Figura 1 – Dispositivo circular de aço inoxidável utilizado para manter em posição central os 
discos de titânio em cada compartimento da placa de cultura de 24 poços 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

4.4 Análise da viabilidade celular para seleção de concentração não-citotóxica 
de NA e PA 

Para os HGF, as concentrações de flavonoides (NA e PA) foram selecionadas 

com base em estudo anterior, no qual estas células foram submetidas ao contato com 

diferentes concentrações de NA e PA, sendo que a determinação das taxas de 

viabilidade celular demonstrou que a concentração de 10 µg/mL de ambos os 

compostos não causou efeitos citotóxicos sobre as células25. 

 A análise da viabilidade celular foi utilizada para selecionar concentração não-

citotóxica 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 104 

células/compartimento) (TPP) em DMEM completo + 10% SFB, por 24 horas. Os 

flavonoides utilizados foram obtidos na forma de pó, assim, uma solução estoque de 

NA e PA foi preparada individualmente dissolvendo 50 mg dos compostos em 1 mL 

de DMSO (Sigma-Aldrich, lot #SHBB3758V)25, resultando em uma concentração de 

5% (massa/volume). Dessa forma, diferentes concentrações foram obtidas diluindo a 

solução estoque de NA e PA em DMEM livre de SFB de acordo com os grupos 

estabelecidos na Tabela 1. As células foram tratadas (100 µL) com essas diferentes 

concentrações de NA e PA por 24 ou 48 horas.  Para esta análise foi utilizado o 

peróxido de hidrogênio (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 conversão do 

reagente resazurina em resorufina, que resulta em uma mudança de cor pronunciada, 

diretamente proporcional ao metabolismo mitocondrial. Portanto, após os períodos de 

avaliação, as células foram tratadas (100 µL) com solução de prestoBlue 10% em 

DMEM livre de SFB, incubadas por 1 hora a 37°C e 5% de CO2, seguido da 

determinação da intensidade de fluorescência da solução, por meio de fluorímetro 

(Synergy H1 Hybrid Multi-mode Microplate Reader, Biotek, EUA), nos comprimentos 

de onda de 560/590 nm. 

 
Tabela 1 - Grupos experimentais para determinação de concentração não-citotóxica de NA 

e PA (n=12) 
 

Grupo Tratamento Concentração  
% 

(massa/volume) 

Concentração 
μg/mL 

C – Controle 
negativo  

– – – 

H2O2 – Controle 
positivo para 

toxicidade 

Peróxido de 
hidrogênio – H2O2 

3% 340.10 μg/mL 

NA 100 Naringenina 0,01% 100 μg/mL 
NA 50 Naringenina 0,005% 50 μg/mL 
NA 10 Naringenina 0,001% 10 μg/mL 
NA 5 Naringenina 0,0005% 5 μg/mL 
NA 1 Naringenina 0,0001% 1 μg/mL 

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

PA 0,5 Proantocianidinas 0,00005% 0,5 μg/mL 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

4.5 Delineamento experimental 
Após determinação das concentrações não citotóxicas de NA e PA para HGF 

(10 µg/mL) e Ob (0,5 µg/mL), foi avaliado o potencial do pré-tratamento desses 

flavonoides na modulação dos efeitos gelatinolíticos induzidos pelo AZ. 

Utilizando modelo in vitro de superfície de implante dentário13,14,76, as células 

foram cultivadas individualmente (5x104 células/disco) em DMEM completo + 10% 

SFB por 24 horas. Em seguida, HGF e Ob foram tratados separadamente com solução 

de NA e PA (1 mL) em DMEM livre de SFB, nas concentrações previamente definidas 

(10 μg/mL para HGF e 0,5 μg/mL para Ob), por 24 horas. Após esse período, as 
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células foram expostas ao AZ (Sigma-Aldrich) (5 μM) (1 mL) ou ao fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α; Sigma-Aldrich) (100 ng/mL) (1 mL) em DMEM livre de SFB, por 

diferentes períodos de contato. Os grupos experimentais estão descritos no Quadro 

2. 

A concentração de 5 μM de AZ foi selecionada a partir de dados anteriores, 

que demonstraram os níveis orais (saliva e osso) destes medicamentos em pacientes 

que apresentam ou estão em risco de MRONJ38. Além disso, essa concentração 

específica de AZ também foi utilizada em investigações anteriores13,14. A citocina pró-

inflamatória TNF-α foi selecionada como controle positivo para síntese de MMPs e 

TIMPs, uma vez que o contato com esse mediador inflamatório atua como indutor da 

síntese e atividade de MMPs por HGF13, assim como a expressão gênica de TIMPs 

por fibroblastos da pele humana77. Células expostas ao DMEM livre de SFB foram 

utilizadas como controle negativo. Os experimentos foram realizados em duas 

ocasiões distintas e, ao final da segunda ocasião, cada grupo experimental 

apresentou 6 amostras. 

 
Quadro1. Distribuição dos grupos experimentais (n=6) 

 
Grupos Tratamento (concentração) 

Controle negativo - 
Controle positivo (TNF) Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 100 ng/mL 

AZ Ácido zoledrônico 5 μM 
NA Naringenina  
PA Proantocianidinas  

TNF + NA TNF-α 100 ng/mL + Naringenina 
TNF + PA TNF- α 100 ng/mL + Proantocianidinas 
AZ + NA Ácido zoledrônico 5 μM + Naringenina 
AZ + PA Ácido zoledrônico 5 μM + Proantocianidinas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

4.6 Análise da síntese de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 
Por meio do ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), a 

síntese de MMPs e TIMPs por HGF e Ob foi avaliada após diferentes períodos de 

contato com AZ e TNF-α (n=6). Para HGF, a sínteses de MMP-2 e MMP-9 foram 

avaliadas após um período de contato de 12 horas; esse período foi selecionado com 

base em investigação anterior, na qual os autores demonstraram que a síntese 

proteica de MMPs por HGF estimuladas por TNF-α aumenta significativamente após 

um período de 12 horas75. Para Ob, as sínteses de MMP-2 e MMP-9 foram avaliadas 
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após 3 horas de contato; esse período foi selecionado com base em um estudo 

anterior onde os autores determinaram que a expressão de MMP-9 estimulada por 

TNF-α é significativamente aumentada em células osteoblásticas após um período de 

3 horas78. 

Os períodos de avaliação da síntese 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 poços (1x105 células/poço) (TPP) 

em DMEM completo + 10% SFB por 24 horas; em seguida, as células foram 

submetidas (ou não) ao tratamento com TNF-α (100 ng/mL) (1 mL) em DMEM livre de 

SFB por 3, 6, 12 e 24 horas, seguido de avaliação da produção de TIMP-1 e TIMP-2 

por ELISA, comparando a síntese proteica do grupo controle negativo (DMEM livre de 

SFB) com a do grupo controle positivo (TNF-α). 

A síntese proteica de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 foi determinada por 

ELISA13 de acordo com as recomendações 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. Após diferentes períodos de contato com AZ e TNF-α, 

o sobrenadante celular foi aliquotado e armazenado a -20°C. Este sobrenadante 

(amostra) foi utilizado para a avaliação da síntese de MMPs/TIMPs pelas células 

cultivadas. Inicialmente, placas de 96 poços (Costar, Corning) foram incubadas com 

anticorpo primário por 8 horas e em temperatura ambiente. Decorrido este período, as 

placas foram submetidas a lavagens, bloqueio com BSA, seguido de incubação por 1 

hora, adição das amostras e incubação por 2 horas. Após este período, foi adicionado 

o anticorpo secundário, que tem por objetivo identificar a ligação da proteína alvo com 

o anticorpo primário específico para esta proteína. Em seguida, a reação foi detectada 

por meio de solução de estreptavidina/peroxidase e a síntese proteica foi determinada 

pela análise da absorbância das amostras a 450 nm, em espectrofotômetro (Synergy 

H1, Biotek). As concentrações de MMP/TIMP foram determinadas de acordo com uma 

curva padrão. Além disso, a concentração de MMP/TIMP de cada amostra foi 

normalizada pela taxa de viabilidade celular correspondente (avaliada pelo ensaio de 

prestoBlue). Os resultados estão apresentados em fold change de cada grupo 

experimental e o grupo controle. 
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4.7 Análise da atividade gelatinolítica  
Após o tratamento individual com flavonoides por 24 horas, as células foram 

expostas ao AZ ou TNF-α por 24 horas adicionais; esse período foi determinado com 

base em investigação anterior que mostrou atividade gelatinolítica de HGF induzida 

por AZ após esse período específico de contato13. A atividade das MMPs foi 

determinada pela atividade gelatinolítica utilizando o teste de zimografia in situ (n=4), 

que indica a presença de enzimas gelatinolíticas em amostras biológicas. Este ensaio 

baseia-se na dissolução 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 recomendações do fabricante. A solução de gelatina (20 µL) foi preparada e 

aplicada nos discos de titânio contendo células previamente semeadas e expostas 

individualmente aos flavonoides, AZ ou TNF-α, conforme descrito anteriormente. Em 

seguida, as células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2, na ausência de luz, durante 

3 horas. Após esse período, as amostras foram avaliadas por microscopia de 

fluorescência (Leica DM4000 B LED, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para 

determinar a degradação da gelatina, que promove a liberação de fluoresceína, 

gerando um substrato verde-fluorescente e indicando a atividade de enzimas 

gelatinolíticas/colagenolíticas. Além disso, as amostras foram submetidas à coloração 

fluorescente de DNA/núcleo celular pela adição do reagente Hoechst 0.02% 

(Invitrogen) em solução 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)13.  

 

4.8 Análise da adesão celular 
Após o tratamento com os flavonoides por 24 horas e exposição ao AZ por 48 

horas, a adesão das células ao substrato de titânio foi determinada por meio de 

fluorescência direta (n=4). Foram utilizados marcadores de filamentos de actina em 

vermelho (ActinRed 555, Invitrogen) e do núcleo celular em azul (intercalante de DNA 

– Hoechst, Invitrogen). Para tanto, as células foram fixadas em 500 µL de 

paraformaldeído 4% por 15 minutos. A seguir, foram permeabilizadas com 500 µL de 

Triton X-100 0,1% em PBS (Sigma-Aldrich) por 10 minutos, seguido de lavagem e 

incubação com 20 µL ActinRed 3.5% em PBS por 30 minutos. Por fim, foi realizada a 
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incubação com 500 µL de intercalante de DNA 0.02% em PBS por 15 minutos e 

análise em microscópio de fluorescência (Leica DM6000, Leica Microsystems). 

 

4.9 Análise da proliferação celular 
A proliferação das células foi determinada por meio do teste CyQUANT NF Cell 

Proliferation Assay (Invitrogen) (n=4), um método altamente sensível no qual um 

corante fluorescente se liga aos ácidos nucleicos da célula, possibilitando a avaliação 

da proliferação celular e citotoxicidade.   

Após o tratamento com os flavonoides por 24 horas e exposição ao AZ por 48 

horas, a solução de CyQUANT foi preparada seguindo as recomendações do 

fabricante e adicionada (20 µL) a cada disco de Ti, seguido de incubação por 30 

minutos a 37°C e 5% de CO2. Após esse período foi realizado análise qualitativa em 

microscópio de fluorescência direta (Leica DM6000, Leica Microsystems).  

 

4.10 Análise da atividade de fosfatase alcalina (ALP) 
Após 24 horas do cultivo celular, foi realizado o tratamento individual com os 

flavonoides por 24 horas adicionais e exposição ao AZ ou TNF-α por 48 horas, assim, 

as células foram mantidas por mais 72 horas em DMEM livre de SFB, totalizando 7 

dias em cultura. Dessa forma, após esse período a capacidade de mineralização dos 

Ob foi determinada por meio da análise da atividade da enzima fosfatase alcalina 

(ALP) (Ensaio de ponto final - Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil), que participa da 

mineralização da matriz colágena (n=6). A fosfatase alcalina produzida pelas células 

hidrolisa a timolftaleína monofosfato liberando a timolftaleína que tem cor azul em 

meio alcalino. A cor formada é diretamente proporcional à atividade enzimática e 

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

 

4.11 Análise estatística 
O conjunto de dados de viabilidade, síntese de MMPs/TIMPs e atividade de 

fosfatase alcalina foi avaliado quanto à sua distribuição 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 análise de 

variâncias a um critério fixo (ANOVA), complementado pelo pós-teste de Tukey. 
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Todos os testes estatísticos foram considerados ao nível de significância pré-

determinado de 5% (α = 0,05). Os dados referentes à adesão, proliferação e atividade 

gelatinolítica foram avaliados qualitativamente. 
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5 RESULTADO 
 

Os resultados obtidos neste estudo estão apresentados a seguir. 

 

5.1 Seleção de concentração não-citotóxica de NA e PA sobre cultura de 
osteoblastos 

 
 

Figura 2 – Viabilidade celular por meio do ensaio de PrestoBlue 
 

 
 

Viabilidade dos osteoblastos (Ob) após contato com NA e PA em diferentes concentrações 
(100-0,5 µg/mL) por 24 (a) e 48 (b) horas. Barras indicam média e barras de erro indicam 
desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença 
estatisticamente significante (One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey, p < 0,05; 
n=12). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 

A avaliação do potencial citotóxico da NA e PA sobre os Ob em cultura 

demonstrou que no período de 24 horas, os grupos submetidos aos tratamentos com 

H2O2, NA 100 µg/mL, NA 50 µg/mL, PA 100 µg/mL, PA 50 µg/mL, PA 10 µg/mL e PA 

5 µg/mL apresentaram viabilidade celular significativamente diminuída em 

comparação ao grupo controle (C) daquele período (p < 0,05). Os grupos expostos à 

NA 5 µg/mL, NA 1 µg/mL e PA 1 µg/mL apresentaram viabilidade celular 

significativamente aumentada em comparação ao grupo C daquele período (p < 0,05). 

Os grupos tratados com NA 10 µg/mL, NA 0,5 µg/mL e PA 0,5 µg/mL apresentaram 

taxas de viabilidade celular estatisticamente semelhantes às do grupo C (p > 0,05). 

No período de 48 horas, os grupos submetidos aos tratamentos com H2O2, NA 100 

µg/mL, NA 50 µg/mL, PA 100 µg/mL, PA 50 µg/mL, PA 10 µg/mL, PA 5 µg/mL e PA 1 
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µg/mL apresentaram viabilidade celular significativamente diminuída em comparação 

ao C daquele período (p < 0,05), enquanto os grupos tratados com NA 10 µg/mL, NA 

5 µg/mL, NA 1 µg/mL, NA 0,5 µg/mL e PA 0,5 µg/mL apresentaram taxas de 

viabilidade celular estatisticamente semelhantes às do grupo controle (p > 0,05). 

Com base nos resultados obtidos, a concentração de 0,5 μg/mL para NA e PA 

foi selecionada para ser utilizada nos seguintes experimentos envolvendo Ob. 

 
5.2 Seleção do tempo de avaliação para as os inibidores teciduais de 
metaloproteinases (TIMPs) 
 
 

Figura 3 – Síntese de TIMP-1 e TIMP-2 avaliadas por imunoensaio de ELISA 

 
 
Síntese de TIMP-1 (a/b) e TIMP-2 (c/d) por fibroblastos gengivais humano (HGF) (a/c) e 
osteoblastos (Ob) (b/d) após contato com TNF-α por 3, 6, 12 e 24 horas. Barras indicam média 
e barras de erro indicam desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam 
diferença estatisticamente significante (one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, p 
< 0,05; n=6). 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 
Para determinar o melhor período de análise da síntese de TIMP-1 e TIMP-2 

no presente modelo experimental, HGF e Ob foram expostos ao estímulo com TNF-α 

por 3, 6, 12 e 24 horas. Para HGF, os níveis de TIMPs estimulados pelo TNF-α foram 
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inferiores aos níveis do grupo controle negativo em todos os períodos avaliados (3, 6, 

12 e 24 horas) (p < 0,05); assim, o período selecionado para análise do TIMP-1 e 

TIMP-2 foi de 24 horas. Para Ob, a síntese de TIMP-1 aumentou nos períodos de 3 e 

24 horas após a exposição ao TNF-α (p < 0,05), enquanto a síntese de TIMP-2 

aumentou no período de 12 horas após o tratamento com TNF-α (p < 0,05); portanto, 

o período de 3 horas foi selecionado para a avaliação do TIMP-1 e o período de 12 

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

 

5.3 Análise da rugosidade superficial dos discos de Ti 
 

Figura 4 – Imagens representativas da rugosidade e superfície dos discos de Ti 

 
Imagens representativas da rugosidade dos discos de Ti, após padronização por 
polimento/limpeza, determinada por microscopia confocal (1024x). (a) imagem da superfície 
do disco de Ti (barra de escala = 40 μm) e (b) imagem em 3D da superfície do disco de Ti, 
onde os picos são representados pelas áreas mais claras e os vales por áreas mais escuras. 
A distância entre picos e vales apresenta a Rugosidade média (Ra). (c) Fotomicrografia 
eletrônica de disco de Ti polido avaliada por microscopia eletrônica de varredura em aumento 
de 1000x. 
 
Fonte: Arquivo pessoal da autora.  
 

Após obtenção dos discos de Ti usinados, padronização da sua rugosidade 

com lixas de diferentes granulações (400, 600 e 1200) e limpeza em ultrassom, as 

superfícies de Ti apresentaram uma rugosidade média (Ra) de 0,772 μm (desvio 

padrão: ± 0,03) (Figura 4). 
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5.4 Efeito do pré-tratamento com NA e PA na síntese de MMPs e TIMPs 
 

Figura 5 – Síntese de MMP-2 e MMP-9 avaliadas por imunoensaio de ELISA 

 
Síntese de MMP-2 (a,b) e MMP-9 (c,d) por fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e 
osteoblastos (Ob) (b,d) após pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), 
seguido de exposição ao TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (ácido zoledrônico). Os 
resultados da síntese proteica estão descritos em fold-change, comparando os resultados dos 
grupos experimentais em relação ao grupo controle (definido arbitrariamente como 100% = 
1). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio padrão. Grupos identificados com 
símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (one-way ANOVA, 
seguido pelo pós-teste de Tukey, p < 0,05; n=6). 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Para HGF, a síntese de MMP-2 foi significativamente aumentada após os 

tratamentos com TNF-α e AZ em comparação ao grupo controle (p < 0,05), enquanto 

os grupos submetidos aos tratamentos com NA, PA, TNF-α+NA, TNF-α+PA, AZ+NA 

e AZ+PA apresentaram síntese significativamente diminuída de MMP-2 em 

comparação com os demais grupos experimentais (p < 0,05) (Fig. 5a). A síntese de 

MMP-9 pelos HGF também aumentou significativamente após os tratamentos com 

TNF-α e AZ em comparação ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos 

tratamentos com NA, PA, TNF-α+NA, TNF-α+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram 

síntese de MMP-9 estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5c). 
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Para Ob, um padrão semelhante foi observado: a síntese de MMP-2 aumentou 

significativamente após os tratamentos com TNF-α e AZ em comparação ao grupo 

controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com NA, PA, TNF-α+NA, 

TNF-α+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram síntese de MMP-2 estatisticamente 

semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5b). A síntese de MMP-9 pelos Ob 

também aumentou significativamente após os tratamentos com TNF-α e AZ em 

comparação ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com 

NA, PA, TNF-α+NA, TNF-α+PA, AZ+NA e AZ+PA apresentaram síntese de MMP-9 

estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 5d). 
 

 
Figura 6 – Síntese de TIMP-1 e TIMP-2 avaliadas por imunoensaio de ELISA 

 
Síntese de TIMP-1 (a,b) e TIMP-2 (c,d) por fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e 
osteoblastos (Ob) (b,d) após pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), 
seguido de exposição ao TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (ácido zoledrônico). Os 
resultados da expressão proteica estão descritos em fold-change, comparando os resultados 
dos grupos experimentais em relação ao grupo controle (definido arbitrariamente como 100% 
= 1). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio padrão. Grupos identificados com 
símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (one-way ANOVA, 
seguido pelo pós-teste de Tukey, p < 0,05; n=6). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Em relação à expressão proteica de TIMPs, para HGF, a síntese de TIMP-1 foi 

significativamente diminuída após os tratamentos com TNF-α, AZ, NA, TNF-α+NA, 

TNF-α+PA, AZ+NA e AZ+PA em comparação ao grupo controle (p < 0,05), enquanto 

o grupo submetido à PA apresentou síntese de TIMP-1 estatisticamente semelhante 

ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 6a). A síntese de TIMP-2 pelos HGF foi 

significativamente diminuída após os tratamentos com TNF-α, AZ, NA, PA, TNF-

α+NA, TNF-α+PA, AZ+NA e AZ+PA em comparação ao grupo controle (p < 0,05) (Fig. 

6c). 

Para Ob, foi observado um padrão diferente para a síntese de TIMPs: o TIMP-

1 aumentou significativamente após os tratamentos com AZ e AZ+PA em comparação 

ao grupo controle (p < 0,05); os grupos submetidos aos tratamentos com TNF-α, NA, 

PA, TNF-α+NA, TNF-α+PA e AZ+NA apresentaram síntese de TIMP-1 

estatisticamente semelhante ao grupo controle (p > 0,05) (Fig. 6b). A síntese de TIMP-

2 pelos Ob diminuiu significativamente após o tratamento com TNF-α em comparação 

ao grupo controle (p < 0,05), enquanto um aumento significativo de TIMP-2 foi 

observado após os tratamentos com AZ+NA e AZ+PA em comparação com o grupo 

controle (p < 0,05) e os grupos submetidos aos tratamentos AZ, NA, PA, TNF-α+NA 

e TNF-α+PA apresentaram síntese de TIMP-2 estatisticamente semelhante ao grupo 

controle (p > 0,05) (Fig. 6d). 
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5.5 Análise da atividade gelatinolítica 
 

Figura 7 – Atividade gelatinolítica avaliada por meio de zimografia in situ 

 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência para análise da atividade 
gelatinolítica, por meio de zimografia in situ (EnzChek gelatinase/collagenase Assay Kit), de 
fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a,c) e osteoblastos (Ob) (b,d) após pré-tratamento 
com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposição ao TNF-α (fator de 
necrose tumoral alfa) ou AZ (ácido zoledrônico). A atividade gelatinolítica é caracterizada pela 
liberação de fluoresceína (verde) (a,b). Os núcleos celulares estão corados em azul (Hoechst) 
nas imagens sobrepostas (c,d). A barra de escala representa 500 μm (ampliação de 10x) 
(n=4). 
 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
 

Para HGF (Fig. 7a,c) e Ob (Fig. 7b,d), o tratamento com TNF-α e AZ induziu a 

maior intensidade de fluorescência entre todos os grupos, indicando maior atividade 

das enzimas gelatinolíticas produzidas por estas células. O pré-tratamento com NA 

ou PA, seguido (ou não) de exposição ao TNF-α ou AZ, promoveu menor intensidade 
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de fluorescência, indicando modulação da atividade gelatinolítica causada pelo pré-

tratamento com estes flavonoides (Fig. 7). 

 
5.6 Análise da adesão celular 
 

Figura 8 – Adesão celular sobre superfície de Ti avaliada por fluorescência 

 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência para análise da adesão de 
fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a) e osteoblastos (Ob) (b) sobre discos de titânio após 
pré-tratamento com NA (naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposição ao 
TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ (ácido zoledrônico). Os núcleos celulares estão 
corados em azul (Hoechst) e o citoplasma em vermelho (ActinRed). A barra de escala 
representa 250 µm (Aumento de 10X) (n=4). 
 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
 

Foi possível observar, qualitativamente, um maior número de HGF aderidos ao 

substrato de Ti nos grupos submetidos ao pré-tratamento com NA e PA comparados 

ao controle negativo (C). A exposição ao AZ, no entanto, causou contração 

citoplasmática das células, as quais apresentaram-se menos alongadas quando 

comparadas aos demais grupos experimentais. O pré-tratamento com NA e PA 

promoveu uma atenuação 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-α não alterou a morfologia e o 

número de células aderidas ao substrato de Ti, mas nota-se maior número de células 
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aderidas ao substrato no grupo pré-tratado com PA seguido do estímulo com TNF-α 

(Fig. 8a). 

Em relação aos Ob, foi observado, qualitativamente, um menor número de 

células aderidas ao substrato de Ti quando expostas ao AZ. Entretanto, quando as 

células foram pré-tratadas com NA e PA seguido da exposição ao AZ, um maior 

número de Ob aderidos ao substrato de Ti foi observado em relação ao grupo tratado 

somente com AZ. A exposição das células ao TNF-α não afetou a adesão dos Ob ao 

Ti em relação ao C, porém, quando houve o pré-tratamento com NA e PA seguido da 

exposição ao TNF-α, observou-se um maior número de células aderidas em relação 

ao C e ao grupo tratado somente com TNF-α (Figura 8b). 
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5.7 Análise da proliferação celular 
 

Figura 9 – Proliferação celular na superfície de Ti avaliada por fluorescência 

 
Imagens representativas de microscopia de fluorescência para análise da proliferação 
(CyQUANT NF Cell Proliferation Assay) de fibroblastos gengivais humanos (HGF) (a/c) e 
osteoblastos (Ob) (b/d) na superfície de titânio após pré-tratamento com NA (naringenina) ou 
PA (proantocianidinas), seguido de exposição ao TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) ou AZ 
(ácido zoledrônico). A barra de escala em (a) representa 500 µm (Aumento de 5x) e em (b) 
representa 250 µm (Aumento de 10x) (n=4). 
 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
 

A análise qualitativa da proliferação dos HGF e Ob, por meio de microscopia 

de fluorescência, demonstrou que o tratamento com TNF-α e AZ resultou em menor 

densidade celular, condizente com uma menor taxa de proliferação, enquanto o pré-

tratamento com os flavonoides reduziu este efeito negativo, aumentando a densidade 



41 
 

celular demarcada na presença ou ausência do TNF-α e AZ, indicando aumento da 

proliferação dessas células (Figura 9). 

 

5.8 Análise da atividade de fosfatase alcalina (ALP)  
 
Figura 10 – Atividade de ALP por Ob semeados sobre Ti e avaliada por Ensaio de ponto final 
 

 
Atividade de fosfatase alcalina (ALP) (% do controle) por Ob após pré-tratamento com NA 
(naringenina) ou PA (proantocianidinas), seguido de exposição ao TNF-α (fator de necrose 
tumoral alfa) ou AZ (ácido zoledrônico). Barras indicam média e barras de erro indicam desvio 
padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente 
significante (one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey, p < 0,05; n=6). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 

O tratamento com o AZ diminuiu marcadamente (em média 95%) a atividade 

de ALP pelos Ob em relação 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 relação ao grupo tratado com AZ (Tukey, p < 0,05), enquanto 

o pré-tratamento com PA seguido de exposição ao AZ não interferiu na atividade de 

ALP. O grupo exposto ao TNF-α apresentou diminuição significativa da atividade de 

ALP (em média 25%) em relação ao C (Tukey, p < 0,05). O pré-tratamento com os 

flavonoides melhorou esse efeito negativo promovido pelo TNF-α, estimulando a 

atividade de ALP, que se apresentou semelhante ao C (Figura 10). 
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6 DISCUSSÃO 
 

O uso do AZ tem sido relacionado a efeitos deletérios sobre os tecidos orais, 

principalmente demonstrados pelo desenvolvimento de MRONJ; assim, a indicação 

de colocação de implante dentário em pacientes que utilizam de AZ ainda é 

contraditória, pois esse procedimento cirúrgico pode desencadear áreas de necrose 

tecidual7,8.  

Além disso, não só a colocação de implantes dentários poderia ser um fator de 

risco para MRONJ, mas também a presença do próprio implante no interior do osso 

alveolar, com constante carga mastigatória e remodelação tecidual também podem 

resultar na liberação do bisfosfonato e a efeitos tóxicos sobre os tecidos peri-

implantares9. 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 concentração 

não citotóxica de flavonoides (NA e PA) por meio da taxa de viabilidade celular pelo 

ensaio de prestoBlue. De acordo com a International Organization for Standardization 

(ISO) 10993-52279, uma redução da viabilidade celular em mais de 30% é considerada 

um efeito citotóxico. Assim, por avaliação dose-resposta, observamos que NA e PA 

na concentração de 0,5 µg/mL não causaram redução da viabilidade celular após 24 

e 48 horas de contato com as células; portanto, Ob expostos à NA ou PA exibiu 

viabilidade estatisticamente semelhante à do grupo controle. Para HGF, a 

concentração de NA e PA foi selecionada com base em investigação anterior, na qual 

os autores demonstraram que 10 µg/mL de ambos os flavonoides não causam efeitos 

tóxicos a tal linhagem celular25. 

Portanto, por meio de um modelo in vitro de superfície de implante dentário, 

avaliamos os efeitos do pré-tratamento com NA e PA na adesão, proliferação, 

atividade de ALP e regulação dos efeitos gelatinolíticos induzidos por AZ. A utilização 

deste modelo foi importante porque o ambiente celular desempenha um papel 

fundamental em diversas funções celulares, influenciando diretamente no fenótipo 

celular80. Este modelo laboratorial foi utilizado em investigações anteriores para 

mimetizar condições in vivo de células peri-implantares em substrato de titânio13,14,76. 

Para investigar a influência de NA e PA na síntese de proteínas relacionadas ao 

metabolismo do colágeno durante o reparo peri-implantar, duas linhagens celulares 
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foram utilizadas neste estudo - Ob e HGF, que estão presentes no osso e na mucosa 

oral ao redor dos implantes dentários. 

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com os flavonoides NA e 

PA (10 µg/mL para HGF e 0,5 µg/mL para Ob) previamente à exposição ao AZ 

favoreceu a proliferação e adesão celular, bem como controlou os efeitos 

gelatinolíticos induzidos por este BF, regulando negativamente a síntese e atividade 

de MMP-2 e MMP-9 por HGF e Ob. Para o HGF, o pré-tratamento com estes 

flavonoides não regulou positivamente a síntese de TIMP-1 e TIMP-2 após a 

exposição ao AZ. Para Ob, TIMP-1 e TIMP-2 foram regulados positivamente nos 

grupos pré-tratados com PA seguido de AZ, enquanto TIMP-2 também foi regulado 

positivamente no grupo pré-tratado com NA seguido de AZ. Após exposição ao AZ, 

somente o pré-tratamento com NA favoreceu discretamente a atividade de ALP, a qual 

foi marcadamente diminuída pelo tratamento com o AZ. 

A concentração de AZ utilizada no presente estudo (5 μM) foi encontrada nos 

níveis orais de pacientes com risco de MRONJ38 e já foi utilizada em investigações 

anteriores13,14. Em altas concentrações (10-4 M), o AZ pode inibir diferentes tipos de 

MMPs (incluindo MMP-2 e MMP-9) devido à sua capacidade de quelar Ca2+ e Zn2+, 

que são essenciais para a atividade enzimática das MMPs17. Porém, em 

concentrações mais baixas (10-8 a 10-6 M), o AZ inibe a via do mevalonato17 e aumenta 

a síntese e atividade de MMP-2 e MMP-913, assim como observado em nosso estudo, 

uma vez que a concentração utilizada foi de 5 x 10-6 M. O aumento da síntese e 

atividade de MMPs pode contribuir para o início da MRONJ, devido ao fato de que o 

AZ pode regular positivamente essas enzimas pelos HGF13,14, no osso alveolar in 

vivo15 e na saliva de pacientes que desenvolveram MRONJ16. 

MMP-2 e MMP-9 são classificadas como gelatinases e promovem a clivagem 

de gelatinas, a forma desnaturada do colágeno81, além de outras proteínas da matriz 

extracelular. Em distúrbios inflamatórios, como a periodontite, a síntese aumentada 

dessas gelatinases pelos fibroblastos desempenha um papel importante na destruição 

tecidual82,83. 

No tecido ósseo, o Ob é a principal fonte destas gelatinases e outros tipos de 

MMPs, que iniciam a reabsorção óssea para aumentar a atividade dos osteoclastos; 

em contrapartida, a ausência de MMPs aumenta a massa óssea17. Aqui, observamos 

que HGF e Ob expostos ao AZ apresentaram aumento na síntese de MMP-2 e MMP-

9, indicando que a presença deste BF poderia contribuir para a destruição do tecido 
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peri-implantar mediada por HGF e Ob, enquanto o pré-tratamento com flavonoides 

(NA e PA) regularam negativamente a síntese destas MMPs por ambos os tipos 

celulares. Ainda, a análise dos dados do presente estudo indicou feedback positivo do 

TNF-α na regulação positiva das MMPs, corroborando os resultados de investigações 

anteriores, nas quais níveis aumentados de MMP-2 e MMP-9 pelos HGF foram 

estimulados pelo TNF-α13,14. 

As MMPs são produzidas principalmente em formas latentes não ativas (pró-

formas) e são ativadas a partir da troca de cisteína84. Assim, determinar apenas os 

níveis de MMPs não indica uma relação direta com a degradação da matriz 

extracelular por estas enzimas. Dessa forma, avaliamos no presente estudo a 

atividade gelatinolítica das MMPs por meio de zimografia in situ, que consiste na 

digestão do substrato gelatinoso por MMPs ativas80. Quando esse substrato é clivado, 

a degradação da gelatina (atividade MMP) é detectada como fortes pontos 

fluorescentes contra um fundo preto80. Uma limitação desta técnica é a difícil 

especificação das diferentes classes de MMPs80. 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 análise dos dados obtidos da zimografia in situ confirmou que MMP-2 e MMP-

9 induzidas por AZ não foram apenas superproduzidas por HGF e Ob, mas também 

foram ativadas no presente modelo in vitro de superfície de implante dentário. A 

exposição ao TNF-α também aumentou a atividade gelatinolítica das MMPs, como já 

foi observado em estudo anterior, no qual o TNF-α aumentou a atividade gelatinolítica 

por HGF13. Os grupos submetidos ao pré-tratamento com flavonoides e expostos ao 

AZ ou TNF-α apresentaram menores níveis de MMPs ativadas. 

A proteólise extracelular mediada por MMPs é controlada principalmente por 

proteínas endógenas classificados como inibidores teciduais de metaloproteinases 

(TIMPs), produzidos por diferentes tipos de células, incluindo HGF e Ob17,83. TIMPs 

são uma família de proteínas multifuncionais que inibem a atividade catalítica de todas 

as MMPs no espaço da MEC, formando complexos de alta afinidade com formas 

ativas e pró-formas de MMPs; o TIMP-1 possui alta afinidade pela MMP-9, enquanto 

o TIMP-2 apresenta maior afinidade pela MMP-217. Sob condições inflamatórias (como 

a periodontite) ou distúrbios metabólicos (como a osteoporose), há um desequilíbrio 

na relação MMPs/TIMPs, o que leva à remodelação óssea anormal e à destruição 

tecidual17. 
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Em nosso trabalho, também investigamos o papel do AZ na expressão de 

TIMPs por HGF e Ob pré-tratados com os flavonoides (NA e PA). Com base em estudo 

anterior, no qual o TNF-α foi utilizado como controle positivo para a expressão gênica 

de TIMP por fibroblastos de pele humana77, também utilizamos essa citocina para 

esse fim; no entanto, a análise dos nossos dados mostrou que o tratamento com TNF-

α não aumentou a síntese proteica dos TIMPs; assim, podemos sugerir que embora 

o TNF-α possa induzir aumento da expressão do gene TIMP pelos fibroblastos da pele 

humana77, não houve transcrição da síntese proteica de TIMP-1 e TIMP-2 por HGF e 

Ob nos períodos avaliados em nosso estudo utilizando modelo in vitro de superfície 

de implante dentário. 

Além disso, em nosso estudo tempo-resposta para determinação do período 

de avaliação dos TIMPs, observamos níveis mais baixos de TIMPs estimulados por 

TNF-α em HGF, enquanto para Ob, os TIMPs foram estimulados por TNF-α em 

períodos específicos de avaliação. Este resultado difere de Ob semeados em discos 

de titânio (nenhuma estimulação de TNF-α na produção 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 poços e não 

em superfícies de titânio; assim, o substrato (microambiente) onde as células foram 

semeadas provavelmente interferiu na expressão proteica de TIMPs por Ob. 

No presente modelo in vitro de superfície de implante dentário, após o 

tratamento de HGF com AZ, TIMP-1 e TIMP-2 não foram regulados positivamente. De 

fato, a análise dos dados demonstrou uma diminuição significativa na síntese proteica 

destes TIMPs em comparação ao grupo controle. Como discutido anteriormente, foi 

observado um aumento na síntese e atividade de MMP-2 e MMP-9 quando HGF foram 

expostos ao AZ, sugerindo um aumento na degradação da MEC mediada por MMPs, 

uma vez que a síntese de MMPs foi mais estimulada do que a síntese de TIMPs no 

grupo AZ. Os grupos pré-tratados com flavonoides (NA e PA) não apresentaram 

regulação positiva na síntese de TIMP; entretanto, esses grupos exibiram regulação 

na síntese e atividade de MMPs induzidas pelo pré-tratamento com flavonoides. 

Ob expostos ao tratamento com AZ exibiram aumento da síntese de TIMP-1. 

Quando estas células foram pré-tratadas com PA e depois expostas ao AZ, foi 

observada uma regulação positiva mais pronunciada da produção de TIMP-1. O TIMP-

2 não 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 produção de TIMP-2. Estes resultados indicaram um possível 

mecanismo na regulação da síntese de MMP-9 pelo TIMP-1 em Ob exposto ao AZ. 

Entretanto, o TIMP-2 não foi regulado positivamente quando as células foram tratadas 

com AZ, e foi observada uma síntese aumentada de MMP-2 induzida por AZ, 

sugerindo um aumento na degradação da MEC mediada pela MMP-2. Porém, quando 

Ob foram pré-tratados com NA ou PA e exposto ao AZ, foi observada uma regulação 

negativa na síntese e atividade de MMP-2 e uma regulação positiva na síntese de 

TIMP-2, implicando um mecanismo regulador na degradação da MEC induzido pelo 

pré-tratamento com os flavonoides. 

Os flavonoides NA e PA têm sido utilizados em diferentes tipos de 

investigações, e seu potencial na regulação de MMPs foi demonstrado em modelos 

pré-clínicos20-25,85. A análise dos dados do nosso estudo confirmou o potencial desses 

tipos de flavonoides para regular negativamente a síntese e atividade de MMP-2 e 

MMP-9 por HGF e Ob. O mecanismo envolvido na regulação negativa de MMPs por 

NA e PA não foi claramente elucidado, mas tem sido associado à inibição da via do 

fator nuclear kappa B (NF-κB), que, quando ativado, regula positivamente a produção 

de MMPs85-87. Embora os efeitos da NA e da PA na regulação das MMP já tenham 

sido amplamente explorados, a literatura atual sobre os seus efeitos específicos nas 

TIMPs permanece escassa. No entanto, o potencial de outros tipos de flavonoides tem 

sido investigado em diferentes modelos e tipos celulares, demonstrando não haver 

diferenças na produção de TIMPs após tratamento com flavonoides88-90. Em nossa 

pesquisa, para HGF, observamos que os grupos tratados com NA e PA exibiram níveis 

mais baixos de síntese de TIMP-1 e TIMP-2 em comparação ao grupo controle. Por 

outro lado, a síntese de TIMP-1 e TIMP-2 não foi influenciada pelo pré-tratamento de 

Ob com ambos os flavonoides. 

A investigação dos efeitos do AZ sobre HGF e Ob foi importante, pois embora 

MRONJ envolva osso necrótico exposto na região maxilofacial5, a principal 

característica desta condição é a perda de tecido mole que cobre esse osso exposto12. 

Portanto, com base nos dados obtidos, sugerimos um mecanismo potencial 

envolvendo os efeitos do HGF e do Ob na destruição tecidual na presença de AZ 

através da regulação positiva da síntese e atividade de MMP-2 e MMP-9. Esses 

achados podem estar clinicamente correlacionados a uma resposta gelatinolítica local 

e à degradação da MEC, prejudicando o selamento biológico (mediado pelo HGF) e a 

osseointegração (mediada pelo Ob) dos implantes dentários, 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 prevenção dos efeitos gelatinolíticos 

induzidos pelo AZ, indicando um potencial interessante da NA e PA para o controle 

da degradação da MEC ao redor dos implantes dentários, o que pode favorecer a 

estabilidade a longo prazo do selamento biológico e osseointegração de implantes 

dentários. 

Outras funções celulares muito importantes avaliadas neste trabalho incluem a 

adesão e proliferação de HGF e Ob sobre a superfície de Ti, bem como a atividade 

de ALP, pois também estão relacionadas ao selamento biológico e osseointegração 

de implantes dentários. O selamento biológico é caracterizado pela adesão das 

células da mucosa oral às superfícies dos implantes, a qual é fundamental para a 

manutenção dos componentes protéticos dos implantes, formando uma barreira física 

e imunológica e prevenindo infecções bacterianas, além de proporcionar estética 

adequada a esses componentes62. Já a osseointegração caracteriza-se como um 

contato direto entre o implante dentário e o tecido ósseo maduro, permitindo que este 

seja submetido a cargas funcionais91. A adesão dos osteoblastos às superfícies dos 

implantes dentários é importante porque estas células interagem com uma matriz de 

fibras colágenas não mineralizadas para auxiliar na remodelação do osso que suporta 

estes implantes92. Ainda, a migração de osteoblastos para a superfície do implante, 

sua adesão, proliferação e síntese de matriz são eventos significativos relacionados à 

obtenção de tecido ósseo maduro e funcional. Assim, fatores que possam interferir 

nessas funções celulares podem resultar em atraso ou falha no processo de 

osseointegração93. 

Nossa investigação demonstrou que o tratamento com AZ prejudicou a adesão 

e proliferação de HGF e Ob semeados sobre discos de Ti, revelando menor número 

de células aderidas e menor proliferação celular, o que poderia estar correlacionado 

com um selamento biológico e osseointegração deficientes, devido aos efeitos 

citotóxicos causados pelo AZ, interferindo no metabolismo celular, como observado 

por outros estudos10,14,61. Porém, o pré-tratamento com os flavonoides (NA e PA) 

modulou esses efeitos deletérios e ambos os tipos celulares apresentaram adesão e 

proliferação semelhante ao controle negativo; o que podem estar relacionado à 

mecanismos de citoproteção promovido pelo pré-tratamento com os flavonoides, os 

quais estão ligados à diversos mecanismos que ainda não foram completamente 

elucidados, mas que envolvem inibição do fator de transcrição NF-κB e abertura de 
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canais de potássio mitocondriais, resultando na regulação positiva dos ciclos celulares 

e efeitos antioxidantes65,94-97. 

Em relação a produção de ALP, observamos uma diminuição acentuada da 

atividade dessa enzima causada pelo tratamento com AZ, confirmando achados 

anteriores10. 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 glicoproteínas ligadas à 

membrana, altamente expressas no estágio inicial da formação de tecido mineralizado 

durante a diferenciação dos osteoblastos98. Estudos anteriores mostraram que a NA 

estimula a atividade da ALP99,100. Esta enzima desempenha papel fundamental na 

formação de tecido duro pela facilitação da mineralização das fibrilas de colágeno e 

redução da concentração extracelular de pirofosfato, que é um inibidor da formação 

mineral98. Nossos dados demonstraram que o AZ diminui marcadamente a atividade 

de ALP e o pré-tratamento com os flavonoides não 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 remodelação óssea, 

angiogênese, processos infecciosos e inflamatórios e nos tecidos moles; esses efeitos 

podem contribuir para o desenvolvimento da MRONJ após o desencadeamento inicial 

da lesão5. Estudos futuros em animais poderão melhorar nossa compreensão da 

patobiologia da MRONJ e dos possíveis mecanismos de estratégias terapêuticas, 

como o uso dos flavonoides aqui investigados, nas respostas imunes, na angiogênese 

e na remodelação óssea envolvendo osteoclastos, uma vez que nosso modelo 

experimental apresenta limitações quanto a esses aspectos. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, o tratamento com AZ prejudicou a adesão e proliferação celular, 

aumentou significativamente a síntese e atividade gelatinolítica de MMP-2 e MMP-9 

pelos HGF e Ob, induzindo também uma diminuição significativa de TIMP-1 e TIMP-

2 pelos HGF, além de promover marcada diminuição de ALP pelos Ob. O pré-

tratamento de células com NA e PA modulou os efeitos deletérios do AZ, melhorando 

a adesão e proliferação celular, regulando negativamente a síntese e atividade de 

MMP-2 e MMP-9 pelos HGF e Ob e aumentando a produção de TIMP-2 pelos Ob. 

Entretanto, o pré-tratamento com os flavonoides não foi capaz de contrapor os efeitos 

deletérios do AZ sobre a atividade de ALP pelos Ob. 
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