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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar a acdo da associacdo de medicacao sistémica
(bifosfonato oral) e teriparatida como medicacao local funcionalizando as superficies dos
implantes. Para a realizacdo deste projeto, 0 mesmo foi divido em 2 etapas. A primeira
etapa consistiu na determinacdo do melhor protocolo para a funcionaliza¢do de implantes
com teriparatida, a partir da técnica layer by layer. Ainda nesta etapa, foram realizados
testes fisicos e in vitro (culturas de células) a fim de avaliar as propriedades da superficie
funcionalizada, quanto @ melhora nas respostas osteogénicas. A segunda etapa consistiu
na realizacdo de experimentos in vivo para avaliar o efeito desta superficie funcionalizada
durante o reparo periimplantar. Para isso, 96 ratas Wistar, adultas jovens foram divididas
em seis grandes grupos: 1. Grupo SHAM (n=16), no qual os animais foram submetidos a
ovariectomia ficticia e dieta balanceada. 2. Grupo SHAM/SM (n=16), no qual 0s animais
receberam dieta de cafeteria. 3. Grupo OVX (n=16), no qual os animais foram submetidos
a cirurgia de ovariectomia e ndo receberam tratamento medicamentoso. 4. Grupo
OVX/SM (n=16), no qual os animais foram submetidos a cirurgia ovariectomia e
receberam dieta de cafeteria. 5. Grupo OVX/RIS (n=16), no qual os animais foram
submetidos a cirurgia de ovariectomia e tratados com risedronato de sédio. 6. Grupo
OVX/SM/RIS (n=16), no qual os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e
a dieta de cafeteria associada ao tratamento medicamentoso com risedronato de sddio.
Em cada grande grupo ha dois subgrupos: A- implantes convencionais e B- implantes
funcionalizados com teriparatida. No dia O foi realizada a ovariectomia ou cirurgia
ficticia. Passados 30 dias foi iniciado o tratamento medicamentoso com risedronato de
sodio. Apo6s 30 dias do inicio do tratamento medicamentoso, os animais foram submetidos
a exodontia do primeiro molar superior direito, em seguida receberam os implantes na
regido onde foi realizada a exodontia. Aos 28 dias apo0s a instalacdo dos implantes, 0s
animais foram submetidos a eutanasia para mensuracéo do torque de remogéo. Os dados
foram submetidos ao teste de homocedasticidade (Shapiro Wilk). Houve a confirmacéo
de distribuicdo normal dos dados amostrais e na sequéncia, foi realizado o teste
paramétrico ANOVA One Way, seguido do pos teste de Tukey, com o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os implantes funcionalizados apresentaram 0s maiores
valores de torque de remocao em todos 0s grupos experimentais. A associacao sistémica

entre o risedronato de sédio e teriparatida de forma topica fez com que o grupo



OVX/SM/RIS teriparatida obtivesse 0 maior torque de remogéo quando comparado aos
demais grupos. Com isso, conclui-se que o desempenho clinico dos implantes funcionali-
zados com teriparatida foi favoravel, no entanto, quando associado a administracédo
sistémica de risedronato de sodio, os resultados se tornam mais promissores.

Palavras-chave: Osteoporose. Teriparatida. Acido risedronico. Implantes dentarios.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the action of the association of systemic
medication (oral biphosphonate) and teriparatide as local medication functionalized to the
surfaces of implants. For the execution of this project, it was divided in 2 stages. The first
stage consisted in determining the best protocol for the functionalization of implants with
teriparatide, based on the layer by layer technique. Still in this stage, physical and in vitro
tests (cell cultures) were performed in order to evaluate the properties of the
functionalized surface, regarding the improvement in osteogenic responses. The second
stage consisted in conducting in vivo experiments to evaluate the effect of this surface
functionalized during the peri-implant repair. For this, 96 Wistar rats, young adults were
divided into six large groups: 1. SHAM Group (n=16), where the animals underwent
sham surgery and balanced diet. 2. SHAM/SM Group (n=16), in which the animals
received a cafeteria diet. 3) Group OVX (n=16), in which the animals underwent
ovariectomy without drug treatment. 4. Group OVX/SM (n=16), in which the animals
underwent ovariectomy and received a cafeteria diet. 5. Group OVX/SM/RIS (n=16), in
which the animals underwent ovariectomy surgery and cafeteria diet associated with drug
treatment with sodium risedronate. 6. Group OVX/RIS (n=16), in which the animals
underwent ovariectomy and were treated with sodium risedronate. In each large group
there are two subgroups: A- conventional implants and B- implants functionalized with
teriparatide. After 30 days of beginning the drug treatment, the animals were submitted
to bilateral first molar exodontia, then received the implants in the region where the
exodontia was performed. At 28 days after installation of the implants, the animals were
euthanized to measure the removal torque. The data were submitted to the
homoscedasticity test (Shapiro Wilk). There was confirmation of normal distribution of
the sample data and in the sequence, the parametric test ANOVA One Way was
performed, followed by Tukey's post-test, with the significance level of 5% (p<0.05). The
functionalized implants had the highest removal torque values in all experimental groups.
The systemic association between sodium risedronate and teriparatide topically resulted
in the OVX/SM/RIS teriparatide group obtaining the highest removal torque when
compared to the other groups. Thus, it is concluded that the clinical performance of
implants functionalized with teriparatida was favorable, however, when associated with

systemic administration of sodium risedronate, the results become more promising.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia do uso de implantes osseointegraveis em pacientes com mais de 55
anos vem aumentando substancialmente desde 1999 e tem projecdo de aumento em 23%
para 2026.1 O aumento da popularidade dos implantes osseointegraveis para substituir
dentes perdidos esta relacionado ao sucesso que esse tipo de reabilitacdo oferece. O
desempenho clinico favoravel dos implantes é atribuido ao fenémeno da osseointegracao,
conceituada por Branemark em 1965 como uma unido direta, estrutural e funcional entre
o implante e o tecido 6sseo, sem que haja interposicdo de tecido fibroso na interface
osso/implante.? Apés a instalagdo do implante, forma-se uma rede de fibrina que atua
como um suporte para a migracdo de células osteogénicas responsaveis por formar o
tecido ostedide. Por sua vez, o tecido ostedide € progressivamente substituido por 0sso
lamelar por meio da remodelacdo 6ssea, e este mantém contato direto com o implante,
constituindo a osseointegracdo.>® O desequilibrio entre os fatores locais anabolicos e
catabolicos que atuam na formacdo e remodelacdo Ossea podem comprometer a
osseointegracéo, resultando em falha das reabilitacOes.

A osteoporose po6s menopausica, caracterizada por um desequilibrio do ciclo de
remodelacdo, em que a reabsorcdo se sobrepde sobre a formacdo dssea, acomete grande
parte da populacdo que procura por reabilitacdo com implantes osseointegraveis,
tornando o progndstico dessas pacientes pouco favoravel. Estima-se que
aproximadamente 99 milhdes de pessoas com mais de 50 anos foram diagnosticadas com
osteoporose nos Estados Unidos em 2010.5 Uma série de farmacos sdo propostos para o
tratamento da osteoporose pds menopausica, objetivando a prevencdo das fraturas
esqueléticas dos individuos portadores dessa desordem osteometabodlica. Os bifosfonatos
sdo farmacos amplamente prescritos com o intuito de aumentar a densidade mineral 6ssea
(DMO) e diminuir o risco de fraturas esqueléticas em pacientes portadores de
osteoporose, promovendo bons resultados nesse aspecto. Poréem, pouca atencédo é dada ao
impacto que 0 mecanismo de acdo desse farmaco gera no processo de reparo 6sseo. Os
bisfosfonatos, que tém alta afinidade pela hidroxiapatita, sdo absorvidos pelos
osteoclastos na superficie 6ssea quando estes reabsorvem o 0sso. Assim, os bifosfonatos
induzem a apoptose de osteoclastos pela via do mevalonato.” Como resultado, a

renovagdo 0ssea é suprimida devido a diminuicdo das taxas de remodelagéo 0Ossea.
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Ao ocorrer uma injaria ao tecido 6sseo, os ostedcitos, células capazes de captar
alteracOes na matriz Gssea, coordenam uma sinaliza¢do para que os osteoclastos iniciem
a reabsorcdo da matriz danificada. Apés a reabsorcdo, os osteoclastos sofrem apoptose e
precursores de osteoblastos sdo recrutados para que se inicie a formacdo 6ssea pelos
osteoblastos da area reabsorvida. Dessa forma, a remodelacdo G6ssea ocorre de forma
estreitamente coordenada para restauragio e manutencéo de um tecido 6sseo saudavel.®

A condicdo da menopausa aumenta significativamente a ocorréncia de sindrome
metabolica (SM), caracterizada por um conjunto de trés ou mais desordens metabolicas
como resisténcia a insulina, obesidade abdominal, dislipidemia e hipertensdo, que
contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.® A deficiéncia de
estrégeno, encontrada ap0s a menopausa, promove acumulo de gordura abdominal e
inflamacéo do tecido adiposo, diminui a elasticidade vascular e aumenta o colesterol de
lipoproteina de baixa densidade.® Estudos sugerem que a SM em mulheres na menopausa
pode promover a reducdo da DMO.!1® A reducéo do colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) reduz a atividade osteogénica nas células vasculares, e o tecido
adiposo abdominal aumenta as citocinas inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6) e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Essas citocinas podem modular indiretamente a
expressao do receptor do ligante NF-kappa B (RANKL) e da osteoprotegerina (OPG) que
pode resultar em perda 6ssea.!*'® Estudos mostram uma relacdo entre osteoporose e
sindrome metabdlica’®*® estando ambas as condigcBes presentes em grande parte da
populacdo. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios, para que esta correlacéo seja
mais bem caracterizada.®

Ao ser submetido a acdo do bifosfonato, o tecido 6sseo tem sua capacidade de
remodelacdo suprimida prejudicando o processo de osseointegracdo. Ainda, 0S
bifosfonatos parecem ter uma acéo antiangiogénica que contribui negativamente com a
osseointegracdo, uma vez que a vascularizagdo é de importancia critica para esse
processo, ja que a diferenciacdo das células osteogénicas depende estritamente da
vascularizagdo do tecido. Essa alteracdo no metabolismo 6sseo pode contribuir para o
desenvolvimento de osteonecrose dos maxilares (ONJ), como tem sido relatado na
literatura.?%-%

Considerando o numero de pacientes que fazem uso de bifosfonato e estdo
suscetiveis a desenvolver complica¢fes pds operatorias a instalacdo de implantes, torna-
se necessario a utilizacdo de métodos para promover melhores respostas de formagéo

0ssea ao redor dos implantes. A modificacdo das superficies dos implantes a base de
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titdnio tem sido utilizadas como forma de estimular as vias de formacdo dssea. A
utilizacdo de moléculas bioativas, como farmacos que auxiliam no processo de formacéo
Ossea, parecem ter um efeito promissor para a osseointegracdo quando aderidas a
superficie do implante.?® Uma substancia que poderia ser utilizada, em funcio do seu
efeito anabdlico sobre o tecido 6sseo, e consequentemente estimulando a atividade
osteobléstica seria a teriparatida. A teriparatida, um medicamento a base de PTH, 1-34, é
um agente anabolico que foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos para o tratamento de osteoporoses graves por ser um agente anabolizante
do tecido dsseo que aumenta a densidade mineral dssea.?’ A teriparatida estimula a
formagdo e remodelacdo Ossea, aumentando assim a DMO e melhorando a
microarquitetura éssea. O tratamento com teriparatida € o unico método comprovado e
aprovado para aumentar a massa 0ssea € melhorar a arquitetura 0ssea. Varias vias
celulares no osteoblasto sdo ativadas pelo PTH, e a ativagdo dessas vias resulta no
recrutamento osteoblastico para a unidade de remodelago.?® Alguns casos clinicos bem
sucedidos de uso off-label de teriparatida para o tratamento de osteonecrose causada por
bifosfonatos foram relatados, os quais mostraram que o PTH, 1-34 foi efetivo no
tratamento da osteoporose e pode ser uma valiosa terapéutica no tratamento da
osteonecrose de mandibula ou maxila associada aos bifosfonatos.?>-33

Além da utilizacdo do PTH 1-34 sistémico, sua acdo topica vem sendo estudada,
a qual mostrou resultados promissores com injecdes locais em alvéolos pds exodonticos
de ratos, promovendo melhora nas caracteristicas da cicatrizacdo do osso alveolar®*. A
incrementacdo do PTH, 1-34 foi testada também diretamente no titanio, mostrando
resultados em que foi liberado PTH local suficiente para influenciar com eficécia a
expressao do gene osteoblastico/osteocitico, o que sugere a potencial eficacia da liberacdo
localizada do PTH®

Tendo em vista que a utilizagéo sistémica de um bifosfonato como tratamento para
osteoporose ja foi descrita na literatura por nossa equipe (Ramalho-Ferreira, 2015)%, no
qual ratos tratados com alendronato de sédio apresentaram tecido d6sseo de baixa
qualidade e atraso no processo de reparo Peri-implantar, este estudo tem o intuito de
avaliar a associagdo de um bifosfonato sistémico ao efeito local de PTH, 1-34
funcionalizado na superficie de implantes.

Sendo assim, o presente estudo tem como proposta avaliar 0 comportamento
reparacional do osso Peri-implantar de ratas submetidas a ovariectomia e portadoras de

sindrome metabolica frente a acao sistémica do risedronato (bifosfonato oral) associado
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a teriparatida administrada localmente, incorporado a superficie dos implantes a serem
instalados.



1 MATERIAL E METODOS

2.1 Fase 1 - Funcionalizacdo da superficie dos implantes e sua
caracterizacao fisico — quimica e bioldgica

Foi realizada a funcionalizacdo das superficies dos implantes com o farmaco
teriparatida e na sequéncia, foram executados os testes bioldgicos, com o objetivo de
caracterizar as superficies desenvolvidas quanto a sua composicao e perfil de liberacéo,

para que sejam validadas para a utilizacdo nos experimentos in vivo.

2.1.1 Tratamento medicamentoso na superficie dos implantes
A superficie dos implantes foi funcionalizada pela preparacédo de filmes Layer-bylayer
(LbL). Tal técnica consiste na imersdo de um substrato sélido (geralmente com certo
desequilibrio de cargas em sua superficie) por um determinado intervalo de tempo numa
solugédo aquosa contendo o material a ser depositado. A carga deste material deve ser
contraria a do substrato para que ocorra adsorcdo por atracdo eletrostatica.
Posteriormente, 0 conjunto substrato + monocamada é lavado a fim de eliminar o excesso
de material. Em seguida o conjunto pode ser seco com ar comprimido, nitrogénio ou
ventilador e entdo imerso numa solucdo contendo outro material, agora de carga contraria
a do material inicialmente depositado, formando assim os filmes ultrafinos compostos por
bicamadas moleculares catidnicas e anibnicas, alternadamente adsorvidas. O novo
conjunto substrato + bicamada é lavado e pode ser seco novamente. Foi empregado o
eletrolito poliestireno sulfonado (PSS) (carga negativa), no qual o farmaco estava
disperso, e uma solucdo eletrolitica de TiO2 (carga positiva) previamente preparada pelo
método sol-gel*’. A solugéo de PSS sera preparada contendo o farmaco teriparatida (PTH,
1-34). A melhor concentragdo do farmaco foi determinada a partir de testes de
dose/resposta pela técnica de Espectroscopia da regido do ultravioletra-visivel (UV-Vis).
O crescimento de filmes pela técnica LbL é de dominio no Laboratério de
Materiais Avangados da UNESP de Bauru, coordenado pelo Prof. Paulo Noronha Lisboa-
Filho. Vale destacar que o grupo de pesquisa do Professor Paulo possui ampla experiéncia
quanto a funcionalizacdo de superficies de implantes, o que sera fundamental para o

desenvolvimento desta etapa do processo.®
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2.2 Experimentos de cultura de células, para validagdo bioldgica das superficies a
serem estudadas.

A superficie funcionalizada pelo farmaco foi avaliada biologicamente, a partir de
experimentos em culturas de células que foram desenvolvidos no laboratorio da
Professora Luana Marotta Reis de Vasconcellos, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT)- UNESP Séo José dos Campos — SP.

2.2.1 Cultura de células mesenquimais e analise da diferenciacéo celular

Apds a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais, da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba/UNESP, os experimentos de cultura de células foram
executados. Os animais foram submetidos a eutanasia, para a coleta das amostras
doadoras. Ap6s a limpeza dos fémures, estes foram colocados em solucdo de transporte
contendo meio essencial minimo, modificacdo alfa com L-glutaminha (a-MEM — Gibco)
suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda, Campinas Brasil) e
gentamicina (Gibco, Grand Island, Nova lorque). No fluxo laminar, as extremidades
foram removidas e culturas primarias de osteoblastos foram isoladas a partir das células
obtidas pela lavagem da medula déssea dos fémures, utilizando meio de cultura
osteogénico de acordo com Rosa et al., 2008.>° Posteriormente estas células foram
distribuidas em frascos para cultura (Nunc, Dinamarca) e incubadas a 37°C com 5% de
CO2 (Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e
a progressdo da cultura avaliada por microscopia de fase invertida (Microscopio Carl
Zeiss — Axiovert 40C, Germany). Apos a confluéncia (aproximadamente 7 dias), as
células foram liberadas enzimaticamente*®. Foram plaqueadas 2x104 células viaveis em
cada poc¢o da microplaca de 24 pocos (Nunc, Dinamarca), sendo acrescentado meio de
cultura osteogénico para obtencao do volume final de 1 mL. Estas placas foram incubadas
a 37°C com 5% de CO2 e os osteoblastos de todos os grupos foram avaliados quanto a
viabilidade celular, a formagdo de nodulos de mineralizacdo e genotoxicidade do
farmaco. Todos os testes foram realizados de acordo com a ISO 10993-1 e em triplicada,
sendo cada triplicata um pool de células provenientes do fémur de 4 animais de cada
grupo. O grupo controle utilizado em todos os testes foi a superficie com duplo ataque
acido da empresa Emfils®
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2.2.2 Determinacao da viabilidade celular

Foi realizada avaliacdo quantitativa de células vivas, apds a exposi¢do ao agente
toxico pela incubacdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma
Aldrich) e analise espectrofotométrica do corante incorporado. Como controle positivo
foi utilizado solugéo de fenol a 0,2% e o controle negativo, o fundo da placa. Para a
avaliacdo da viabilidade celular, as células foram cultivadas nos pocos e avaliadas apos
os periodos de 03, 07 e 14 dias, utilizando medida colorimétrica em leitor de microplaca
no comprimento de onda 570 nm (Biotek EL808IU), de acordo com Andrade et al.,

2015.%* Os dados foram aferidos como absorbancia.

2.2.3 Analise da formacao de nddulos de mineralizacéo

As células, foram incubadas a 37°C/5% de CO2 por 14 dias e apds este periodo
foi quantificada a formacdo de nddulos de mineralizacdo, utilizando a coloragdo por
vermelho de Alizarina S 2% (Sigma Chemical Chemical, USA), que foi mensurada no
espectofotdmetro a 405nm, de acordo com Andrade et al., 2015*. Os valores foram

obtidos em absorbancia.

2.2.4 Teste de micronucleos

Para avaliar o dano nuclear presente nas células mesenquimais, foi realizada
avialiacdo nos periodos de 5 e 10 dias utilizando o teste de micronucleos. As células
mesenquimais obtidas dos fémures foram cultivadas meio essencial minimo, modificagéo
alfa com L-glutaminha (a-MEM — Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Invitrogen) a 37°C e 5% CO2. Para o teste, 3x105 células foram cultivadas
em laminas de vidro em 4 mL de meio celular por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% CO2.
Em seguida, as células foram incubadas com citocalasina B (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 6 pg/mL por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% CO2 para inibir a
citocinese e induzir o acumulo de células binucleadas. As células foram submetidas ao
choque hipotonico e fixadas em solugdo de metanol: &cido acético (3:1) por 10 min
(procedimento repetido 3 vezes). Apds secagem, as células foram coradas em
GiemsaWright a 5% por 6 minutos. Os micronucleos foram analisados em microscopio
de imersdo (100X), sendo avaliadas 2.000 células/placa por concentracdo em pelo menos

dois experimentos independentes. Os micronucleos séo identificados como estruturas de
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DNA contidas no citoplasma, claramente separados do nucleo principal, cercados por
uma membrana nuclear e incluindo uma area menor que 1/3 da area do nucleo principal.

Foram contadas as células com menos de cinco micronucleos.

2.2 Fase 2 — Experimentos in vivo com o0 modelo experimental proposto.

ApOls caracterizacdo das superficies desenvolvidas, foram iniciados o0s
experimentos in vivo a serem executados no modelo experimental proposto para este
estudo, com o objetivo de avaliar a a¢do sinérgica entre farmacos administrados local e
sistemicamente. Vale destacar que sera utilizado o modelo de instalacdo de implantes na
maxila das ratas, com o intuito de avaliar o efeito do bisfosfonato oral sobre 0s 0ssos
maxilares e qual a possivel melhora deste quadro frente ao tratamento de superficie com
teriparatida (PTH, 1-34).

2.2.1 Delineamento experimental

Para mimetizar a deficiéncia de estrégeno e a sindrome metabdlica, as ratas
(Rattus novergicus albinus, Wistar) foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
alimentadas com dieta de cafeteria e serd administrado sistemicamente o risedronato
como medicacdo anti-osteoporose. O farmaco administrado localmente serd a
teriparatida, que sera incorporado a superficie dos implantes a ser instalado na maxila das
ratas. A incorporacdo do farmaco a superficie dos implantes ocorrera na primeira fase
deste projeto. A analise proposta para este estudo é a analise biomecanica, obtida pela
mensuracdo do torque de remocdo dos implantes ap6s 28 dias da instalacdo dos mesmos
(tabela 1).

No tempo zero, as ratas selecionadas para o experimento serdo submetidas a
cirurgia ficticia ou cirurgia de ovariectomia bilateral. Ap0s a recuperacao da cirurgia, 0s
animais receberdo a dieta de cafeteria para a determinacdo da Sindrome Metabdlica.
Passados 30 dias (t=30), o tratamento medicamentoso com risedronato de sédio
(0,7mg/kg/semana) ou solucdo salina, via gavagem, serd iniciado. Aos 30 dias ap0s o
inicio do tratamento medicamentoso (t = 60d) serdo feitas as cirurgias de exodontia do
primeiro molar superior direito seguida da instalagdo dos implantes osseointegraveis na

maxila desses animais.
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Aos 28 dias apos a instalagdo dos implantes (dia da eutanésia, t= 88), os animais

serdo anestesiados e nas maxilas do lado direito, os implantes serdo removidos utilizando

um torquimetro digital, para obtencéo dos dados de torque de remocéo (Figura 1-6)

Tabela 1 - Distribui¢do dos grupos experimentais referente a avaliagdo periimplantar.

Grupo experimental

OVX/SM/RIS

SHAM

SHAM/SM

OVX

OVX/SM

OVX/RIS

Tipo de implante Analise de biomecéanica

o

Implante teriparatida
Implante convencional
Implante teriparatida
Implante convencional
Implante teriparatida
Implante convencional
Implante teriparatida
Implante convencional
Implante teriparatida
Implante convencional

Implante teriparatida

00 00 0O 00 0O 00 0O 00 0 0 o

Implante convencional

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Figura 1 - Tempos experimentais do grupo SHAM referentes a avaliacdo periimplantar.

Avaliacdo periimplantar

SHAM

Dia 60
Dia 0 Dia 30 Exodontia Dia 88
Cirurgia Gavagem + Eutanasia
ficticia (veiculo) Implantes (Contra-torque)
| I )

Duragdo da utilizagdo do veiculo

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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Figura 2 - Tempos experimentais do grupo SHAM/SM referentes a avaliacdo
periimplantar.

Dia 0
(.Iirl’Jr.gia Dia 30 Dia 60. -
let|C|a + Gavagem Exodontia Dia 8’8.
dieta de (veiculo) + Eutanasia
cafeteria Implantes (Contra-torque)

SHAM/SM

| )
I

Duracdo da utilizagdo do veiculo

Avaliacio periimplantar

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Figura 3 - Tempos experimentais do grupo OV X referentes a avaliagdo periimplantar.

Dia 60
) Dia 30 Exodontia Dia 88
[?'a 0 _ Gavagem + Eutanasia
Ovariectomia (veiculo) Implantes (Contra-torque)

| J
I

Duragdo da utilizagdo do veiculo

ovX

Avaliacdo periimplantar

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Figura 4 - Tempos experimentais do grupo OVX/SM referentes a avaliagédo periimplantar.

Dia 0 Dia 30 Dia 60
. . ia . .
Ovariectomia Exodontia Dia 88
. Gavagem . .
+ dieta de , + Eutanasia
. (veiculo)
cafeteria Implantes (Contra-torque)

OVX/SM

| )
I

Duragdo da utilizagdo do veiculo

Avaliac8o periimplantar

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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Figura 5 - Tempos experimentais do grupo OVX/RIS referentes & avaliagdo

Dia 0
Ovariectomia

periimplantar.

: Dia 60
Dia 30 Exodontia Dia 88
Gavagem o
Risedronato - Eutanasia
Implantes (Contra-torque)

| I )
Duragdo da utilizagdo do
risedronato

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Figura 6 - Tempos experimentais do grupo OVX/SM/RIS referentes a avaliagdo

Dia 0
Ovariectomia
+ dieta de
cafeteria

periimplantar.

: Dia 60
Dia 30 Exodontia Dia 88
Gavagem >
Risedronato + Eutanasia
Implantes (Contra-torque)

| I )
Duragdo da utilizagdo do
risedronato

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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2.2.2 Animais

Apds a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
instituicdo (protocolo 00434-2019), foi dado inicio aos experimentos propostos. No
presente estudo foram utilizadas 96 ratas Wistar (Rattus novergicus albinus) provenientes
do biotério central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Ao inicio do
experimento as ratas tinham idade de 4 meses e peso corporal compreendido ao redor de
250 gramas. Os animais foram mantidos em biotério climatizado e com ciclo claro/escuro
a cada 12 horas e receberam agua ad libitum. Em funcdo do modelo de sindrome
metabolica, apds uma semana no biotério para adaptacdo as condicdes ambientais,
recebendo racdo de composicdo nutricional balanceada e &gua ad libitum, as ratas
passaram a receber dieta de cafeteria, como seré descrito na sequéncia, sendo mantida a
agua ad libitum. As 96 ratas foram divididas em seis grandes grupos: 1. Grupo SHAM
(n=16), no qual os animais foram submetidos a ovariectomia ficticia e dieta balanceada.
2. Grupo SHAM/SM (n=16), no qual os animais receberam dieta de cafeteria. 3. Grupo
OVX (n=16), no qual os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia sem
tratamento medicamentoso. 4. Grupo OVX/SM (n=16), no qual os animais foram
submetidos a ovariectomia e a dieta de cafeteria. 5. Grupo OVX/SM/RIS (n=16), no qual
os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e dieta de cafeteria associado ao
tratamento medicamentoso com risedronato de sddio. 6. Grupo OVX/RIS (n=16), no qual
os animais foram submetidos a ovariectomia e ao tratamento com risedronato de sédio.

Em cada grande grupo havera dois subgrupos: A- implantes convencionais e B-

implantes funcionalizados com teriparatida.

2.2.3 Ciclo Estral

Para garantir que as ratas selecionadas para os experimentos estavam ciclando
normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente foram
introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisioldgico que, em seguida, foram
aspiradas e colocadas em lamina histoldgica para leitura microscopica imediata (técnica
de Long & Evans, 1922% para reconhecimento das 4 fases do ciclo estral. As ratas foram

utilizadas ap0s a obtencédo de 2 a 3 ciclos estrais regulares. Vale destacar que esta técnica
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foi utilizada novamente com o intuito de validar a cirugia de ovariectomia bilateral

realizada.

2.2.4 Sindrome metabdlica — dieta de cafeteria

Para os animais dos grupos SHAM/SM, OVX/SM e OVX/SM/RIis foi oferecida
uma dieta de alta densidade energeética (hiperlipidica) de cafeteria, durante todo o
experimento, seguindo os modelos de Gomez-Smith et al. 2016 e Carillon et al. 2013*%,
Para cada animal foi pesado diariamente uma quantidade de 30g da alimentacdo, que
variou entre bolachas recheadas, bolachas tipo “waffer”, salgadinho de milho. Além
disso, 50 ml de solucdo de sacarose a 12% foi disponibilizada diariamente para cada

animal (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade diaria de dieta de cafeteria

Alimentos Quantidade (g/rato/dia)
Bolacha Recheada 10
Bolacha Tipo “Waffer” 10
Salgadinho de Milho 10
Agua + Actcar (12%) 24g em 200ml de agua

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Foi realizado em cada periodo experimental (t=0, 60, 88) o controle de peso,
glicemia e indice de Lee para acompanhamento do desenvolvimento das alteracGes

metabolicas nos animais experimentais.

2.2.5 Ovariectomia

Apos a anestesia com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) e
Cloridrato de Cetamina (Cloridrato de quetamina injetavel, Fort Dodge, Saide Animal
Ltda.) os animais foram imobilizados sobre prancha cirargica em posi¢do de decubito
lateral, foi realizada uma incisdo de 1cm nos flancos, divulsdo por planos do tecido

subcutaneo e, em seguida, do periténio a fim de ter acesso a cavidade abdominal. Em
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seguida, foram localizados os ovarios e 0s cornos uterinos que foram laqueados com fio
de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos). Feito isso, foi feita a remocéao dos ovarios. Por fim, foi feita a sutura por planos
com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Johnson, New
Brunswick, NJ, Estados Unidos) (figura 7). As ratas do grupo sham foram submetidas ao
mesmo procedimento, porém foi realizada apenas a exposi¢do cirdrgica dos cornos

uterinos e dos ovarios sem suas respectivas laqueadura e remocéo.

Figura 7 - Técnica cirurgica para remocao bilateral dos ovarios.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

2.2.6 Técnica para extracdo dental

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao procedimento
cirargico e sedados pela combinacdo de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset —
Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brasil) e
receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local e para hemostasia do campo
operatorio.

Apos a sedacdo, o animal foi posicionado na mesa cirargica confeccionada
especialmente para procedimentos cirdrgicos em roedores, favorecendo a manutencao da
cavidade bucal aberta e proporcionando um posicionamento adequado para 0
procedimento de exodontia, antissepsia da regido com Polivinilpirrolidona lodo Topico
(PVPI 10%, Riodeine Tépico, Rioguimica, Sdo José do Rio Preto).
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Apos antissepsia a exodontia dos primeiros molares superiores foram realizadas
com o auxilio de um esculpidor Hollenbeck n°® 3S (Quinelato, Rio Claro — SP), a diérese;
sindesmotomia, em seguida a luxagdo do primeiro molar superior com o esculpidor de
hollenbeck 3S utilizando o principio de uso em forma de cunha e alavanca, para em
seguida realizar a elevacéo do elemento dentario (exodontia), ndo havendo a necessidade
de sutura apds o procedimento de exodontia (figura 8).

Figura 8 - Técnica cirurgica para exodontia do primeiro molar superior direito dos
animais experimentais.

'\\
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

2.2.7 Cirurgia para instalacdo dos implantes osseointegraveis na maxila
Imediatamente apds a extragdo do primeiro molar, com uma lamina namero 15 (Feather
Industries Ltda, Tokyo, Japao) foi realizada uma incisdo linear sobre o rebordo alveolar
p6s exodbntico de aproximadamente 0,5 cm de comprimento na regido do rebordo
alveolar p6s exodéntico e em seguida o tecido mole foi descolado em espessura total e
afastado com o auxilio de um esculpidor de hollenbeck, expondo o tecido ésseo para a
instalagdo do implante.

Foram instalados 96 implantes de titanio comercialmente puro grau 1V baseado
no conceito de duplo ataque acido (Emfils Comércio Produtos Odontoldgicos,lItu, Sdo
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Paulo, Brasil), com didmetro de 1,4 mm e altura de 2,7 mm, esterilizados por raios gama
(Figura 7), submetidos (grupos experimental) ou ndo (grupo controle) a funcionalizagdo
das superficies com teriparatida. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa espiral de
1,2 mm de diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigagdo com solucdo isotonica de cloreto de
sodio a 0,9% (Fisiolégico®, Laboratdrios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
e contra-angulo com reducdo 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®,
Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany) e profundidade de 2,0mm, com

travamento e estabilidade inicial.

Figura 9 - Imagem representativa das dimensdes do implante instalado nas maxilas dos
animais (1.4mmX2.7mm)

2.7mm

1.4mm

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Cada animal recebeu 1 implante na regido do primeiro molar superior direito. Para
o fechamento dos tecidos (sintese), foi utilizado o fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos (figura 9).
No pés-operatdrio imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de 0,2 ml de
Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude
Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas durante todo o

experimento com racdo e agua ad libitum.
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Figura 10 - Técnica para instalacao de implante na regido do primeiro molar superior dos
animais experimentais.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

2.2.8 Tratamento medicamentoso sistémico com risedronato de sodio

O risedronato de sodio foi administrado na dosagem de 0,7mg/kg, semanalmente, de
acordo com as orientac@es na bula do medicamento, através de gavagem. O tratamento
medicamentoso foi iniciado ap6s 30 dias da cirurgia de exodontia e foi mantido ao longo
de todo o experimento. Utilizando uma agulha curva de gavagem (Insight equipamentos),
a medicacdo diluida em agua foi administrada semanalmente. A agulha de gavagem ¢é
utilizada com o intuito de levar a medicacéo até proximo a regido do es6fago. O volume

final administrado foi de 0,3ml.

2.2.9 Analise biomecanica — torque de remocao

Apds 28 dias da instalacdo dos implantes, os animais foram sedados pela
combinacdo de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Satde Animal
Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratorio Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brasil) e as maxilas foram
acessadas para exposicdo dos implantes e realizacdo do torque reverso. Um monta-
implante (Neodent, Curitiba, Parana, Brasil) foi adaptado ao hexagono do implante e o
torquimetro digital foi acoplado ao monta-implante.
Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o torque reverso até a rotacdo do
implante no interior do tecido &sseo, rompendo-se completamente a interface
osso/implante, momento em que o torquimetro registra o pico maximo de torque para esse

rompimento, em Newton por centimetro (N.cm).
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2.2.10 Analise Estatistica

Os valores obtidos a partir da analise biomecénica foram submetidos a anélise estatistica
pelo software GRaphPad Prisma 7.01. Para selecdo do dado estatistico adequado foram
realizados testes de homogeneidade e homocedasticidade (Shapiro-Wilk). Apos
confirmagdo da distribuicdo normal, foi realizado o teste one-way Anova para a
comparacéo entre os resultados obtidos no grupos SHAM, SHAM/SM, OV X, OVX/SM,
OVXI/RIS e OVX/SM/RIS, seguido do pds-teste de Tukey quando necessario. Para todas

as andlises estatisticas foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacao da viabilidade celular

Maior numero de células viaveis foi encontrado aos 7 dias apds a exposicdo a
menor concentragdo de teriparatida (10uM) no grupo Teri -, diferenciando
estatisticamente dos grupos controle (Ti) e teriparatida em maior concentracdo (Teri +)

aos 3 e 14 dias.

Figura 11 - Gréfico referente a média dos resultados de viabilidade celular (p<0,05,
ANOVA e pos teste de Tukey)

Viabilidade celular - MTT

87;‘

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.2 Analise da formacao de nédulos de mineralizacdo
Maior quantidade de nédulos de mineralizacdo aos 14 dias foi observada apés a
exposicao a menor concentracdo de Teriparatida (10uM) no grupo Teri -, diferenciando

estatisticamente do grupo controle (Ti).
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Figura 12 - Grafico referente a média dos resultados de formacdo de nddulos de

mineralizacéo frente a presenca de teriparatida (p<0,05, ANOVA e pos teste de Tukey)

0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

Absorbancia

0,3
0,2

0,1

Nédulos de Mineralizagao - 14 dias

B
! :
1
A
2!
Ti Teri - Teri +

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.3 Teste de micronucleos

Maior nimero de micronucleos em células binucleadas foi encontrado no grupo

controle (Ti) apds o periodo de 5 dias, diferenciando estatisticamente do restante dos

grupos, indicando maior dano nuclear das celulas mesenquimais expostas a essa

superficie quando comparada as demais. O mesmo grupo apresentou reducao drastica da

quantidade de micronucleos em células binucleadas apds o periodo de 10 dias.

Ao comparar 0s grupos Teri — e Teri +, observamos maior nimero de

micronucleos em células binucleadas no grupo Teri — nos periodos de 5 e 10 dias.
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Figura 13 - Grafico referente a média dos resultados de genotoxicidade frente a presenca

de teriparatida (p<0,05, ANOVA e pés teste de Tukey)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.4 Dados clinicos

A cada periodo experimental (t=0, 60 e 88) foram feitas medidas de peso, glicemia
em jejum e indice de lee para avaliagdo do desenvolvimento da sindrome metabdlica
nos grupos experimentais. A andlise estatistica demonstrou que as medidas sofreram

uma variacdo significante de acordo com os periodos experimentais.

3.4.1 Peso

Ao avaliarmos a interacdo entre periodos experimentais de analise, notamos diferenca
estatisticamente significante entre o dia 0 e os dias 60 e 88, indicando que o tempo foi
fator determinante para o ganho de massa corporal dos animais. Ao avaliarmos 0s
valores de peso considerando as alteracGes sistémicas, nota-se que o grupo controle
(SHAM) difere estatisticamente de todos os demais grupos, no qual os animais

apresentaram menor valor de peso. Quanto ao grupo SHAM/SM, menores valores de
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peso foram observados quando comparado aos grupos OVX/SM e OVX/SM/RIS, se
diferenciando estatisticamente destes grupos. O grupo OV X apresentou diferengas
estatisticas quando comparado aos grupos OVX/RIS e OVX/SM/RIS. O grupo
OVX/SM apresentou maiores valores de peso quando comparado ao grupo OVX/RIS,
com diferenca estatisticamente significante. Quando comparamos o grupo OVX/RIS
eOVX/SM/RIS notamos maior valor para o grupo com alteracdo sistémica,

apresentando diferenca estatisticamente significante entre os grupos (figura 11)

Figura 14 - Gréfico referente a média das medidas de peso (g) de todos 0s grupos
experimentais. Interacdo entre condicao sisttmica e tempo esté representada por letras
maiulsculas. Interacdo entre condicdes sistémicas esta representada por letras minusculas.
(p<0,05, ANOVA e pés teste de Tukey)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
3.4.2 Glicemia

Ao avaliarmos a interacao entre periodos experimentais de analise, notamos diferenca
estatisticamente significante entre o dia 0 e os dias 60 e 88, sugerindo que o tempo foi
fator determinante para a elevagao dos valores de glicemia em jejum. Ao avaliarmos
os valores de glicemia considerando as alteracdes sistémicas observamos que 0 grupo
SHAM ndo diferiu estatisticamente dos demais grupos experimentais. No grupo

SHAM/SM maiores valores de glicemia foram obtidos, diferindo estatisticamente dos
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grupos OVX/RIS e OVX/SM/RIS. O grupo OVX ndo apresentou diferencas
estatisticas em comparagdo com outros grupos. Valores superiores de glicemia foram
obtidos pelo grupo OVX/SM quando comparado aos grupos OVX/RIS e
OVX/SM/RIS, com diferenca estatisticamente significante (figura 12).

Figura 15 - Gréfico referente a média das medidas de glicemia (mg/dl) de todos os grupos
experimentais. Interacdo entre condicao sistémica e tempo esté representada por letras
maiusculas. Interacdo entre condicdes sistémicas esta representada por letras minusculas.
(p<0,05, ANOVA e pés teste de Tukey).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.4.3 Indice de Lee

Ao avaliarmos a interacdo entre periodos experimentais de analise, observamos
diferenca estatisticamente significante entre o dia O e os dias 60 e 88, sugerindo que
o tempo foi fator determinante para a elevagéo do indice de massa corporea em todos
0s grupos. Ao avaliarmos os valores de indice de lee (IL), considerando as alteragdes
sistémicas dos grupos, observamos que o grupo controle (SHAM) diferiu
estatisticamente dos grupos restantes, no qual os animais apresentaram menor valor
de IL. Os grupos SHAM/SM, OVX, OVX/SM, OVX/RIS e OVX/SM/RIS ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre si. Vale destacar que o grupo OVX/SM
atingiu o indice no valor de 300 ao final do experimento, correspondendo a obesidade

dos animais desse grupo. O grupo OVX/SM/RIS atingiu valores correspondentes a
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obesidade (=300) no dia 60, momento da instalagédo dos implantes, e no final do
experimento (figura 13).

Figura 16 - Gréfico referente & média do indice de Lee de todos 0s grupos experimentais.
Interacéo entre condicdo sistémica e tempo esta representada por letras maiusculas.
Interacgdo entre condicdes sistémicas esta representada por letras minasculas. (p<0,05,
ANOVA e pos teste de Tukey).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.5 Analise biomecéanica — torque de remocao

Os dados obtidos pela analise de contra torque demonstraram que sindrome
metabolica ndo afetou negativamente a retencdo biomecénica dos implantes
osseointegraveis. Para apoiar essa hipétese, o torque de remocéo do grupo SHAM/SM
convencional se apresentou semelhante ao grupo SHAM convencional (SHAM/SM
convencional = 3,06 N.cm versus SHAM convencional = 3,07 N.cm, p > 0,999). A
funcionalizacdo com teriparatida apresentou melhor desempenho na auséncia de
sindrome metabolica nos animais SHAM (SHAM teriparatida = 4,6 N.cm versus
SHAM/SM teriparatida = 3,5 N.cm, p = 0,8336).

A deficiéncia de estrogeno, induzida pela ovariectomia, reduziu a retencdo
biomecanica no grupo OV X convencional, sendo o grupo com menor valor de torque de

remocdo (2,5 N.cm). E importante ressaltar que a funcionalizagdo com teriparatida
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reverteu o impacto negativo da deficiéncia de estrégeno no torque de remocao para 0s
niveis dos animais SHAM (OVX teriparatida = 4,0 N.cm).

Quando observamos os valores de OVX/SM convencional, notamos ligeira
melhora dos pardmetros biomecanicos quando comparado ao grupo OV X convencional
(OVX/SM convencional = 2,7 N.cm versus OVX convencional = 2,5 N.cm, p > 0,99). A
teriparatida incorporada a superficie dos implantes promoveu significativa melhora,
elevando o valor do torque de remocao de OV X/SM teriparatida (4,3 N.cm).

O tratamento com risedronato de sodio ndo foi suficiente para reverter os danos
provocados pela deficiéncia de estrégeno no grupo OVX/RIS convencional, apresentando
valores semelhantes ao grupo OV X sem tratamento (OVX/RIS convencional = 2,8 N.cm
versus OV X convencional = 2,5 N.cm. A funcionalizagcdo com teriparatida promoveu
significativa melhora dos valores de torque de remocdo do grupo OVX/RIS teriparatida
(OVX/RIS convencional =2,8 N.cm versus OVX/RIS teriparatida = 4,3 N.cm, p =0,103).

Quando comparamos o0s grupos OVX/SM/RIS convencional com e sem
funcionalizacdo, notamos uma expressiva melhora nos valores de torque de remocao dos
implantes funcionalizados com teriparatida (OVX/SM/RIS convencional = 3,7 N.cm
versus OVX/SM/RIS teriparatida = 5,02 N.cm, p = 0,45).

Figura 17 - Avaliagdo biomecanica do torque de remoc¢ao dos grupos experimentais:
SHAM, SHAM/SM, OV X, OVX/SM, OVX/RIS e OVX/SM/RIS. Letras maiusculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05, ANOVA e pos teste de Tukey)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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4 DISCUSSAO

A determinacdo da concentracdo efetiva de teriparatida pelo experimento de
cultura de células se mostrou promissora, uma vez que através dessa anélise foram obtidas
informacdes de grande relevancia para este estudo. Embora os resultados do teste de
micronucleos mostrem um maior dano nuclear as células mesenquimais que foram
expostas a teriparatida em menor concentracdo, ndo é determinante que seja maléfico ao
tecido 6sseo a utilizacdo do medicamento em questdo, uma vez que 0s testes de
viabilidade celular e nédulos de mineralizacdo demonstraram resultados favoraveis a
menor concentracdo de teriparatida aos 7 e aos 14 dias respectivamente. Comprovando
essa informacdo, observamos neste estudo que a teriparatida de forma local proporcionou
melhores condi¢des de reparo periimplantar em todos 0s grupos experimentais, exibindo
valores de torque de remogao superiores em todos 0s grupos em que foram utilizados os
implantes funcionalizados.

A deficiéncia de estrogeno, condicdo adquirida por mulheres ap6s a menopausa,
provoca deterioragdo da microarquitetura 6ssea, podendo levar a osteoporose.*® Essa
condigdo se estende aos 0ssos da maxila e mandibula e, como consequéncia, leva a perda
de dentes. A osteoporose promove drastica diminuicdo da altura da crista alveolar em
mulheres apds a menopausa*’. Além disso, a deterioragdo da microarquitetura dssea,
caracteristica da osteoporose, parece influenciar negativamente a osseointegracdo de
implantes dentarios em animais e humanos*®#°, Sustentando esses achados, relatamos
neste estudo que 0s animais submetidos a ovariectomia, e assim, portadores de deficiéncia
de estrdgeno, apresentaram menor estabilidade biomecanica representada pelos menores
valores de torque de remogéo dos implantes (OVX convencional = 2,5 N.cm). Ainda, a
deficiéncia de estrégeno parece influenciar na fisiologia dos adipocitos, provocando
alterac6es no perfil lipidico e acimulo predominante de gordura abdominal, levando a
um aumento da prevaléncia de sindrome metabdlica em mulheres na p6s menopausa. A
sindrome metabdlica de refere a um conjunto distarbios que ocorrem juntos, incluindo
pressdo alta, niveis elevados de insulina no sangue, aumento de gordura abdominal e
niveis altos de colesterol LDL. Esse conjunto de altera¢cbes promove uma inflamagéo
sisttmica que pode ativar o processo de reabsorcio Gssea®, podendo prejudicar o

metabolismo 0sseo, bem como o0 processo de osseointegragdo. No entanto, estudos
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prévios investigaram a associacdo entre sindrome metabdlica e osteoporose, mas 0s
resultados foram inconclusivos.™

A partir dos dados clinicos obtidos neste estudo, foi possivel observar que a
remocao dos ovarios potencializou o ganho de massa corporal dos animais que também
foram acometidos pela sindrome metabdlica, uma vez que os valores médios de peso dos
grupos OVX/SM e OVX/SM/RIS se mostraram superiores, apresentando diferencgas
estatisticamente significantes quando comparados aos grupos restantes. Essa condicédo €
refletida no indice de lee dos animais desses grupos, no qual atingiram valores acima de
300, caracterizando obesidade. Diferentemente da situagcdo encontrada no grupo
SHAM/SM, no qual ndo foi realizada a inducdo a deficiéncia de estrogeno e os valores
de indice de lee se apresentaram dentro da normalidade. Os dados clinicos de glicemia
ndo indicaram alteracdes no metabolismo da insulina, ndo sugerindo interferéncia sobre
0 reparo periimplantar.

A alteracdo metabdlica néo interferiu na estabilidade biomecénica dos implantes
instalados no grupo SHAM/SM, apresentando valores semelhantes aos obtidos pelo
grupo SHAM (SHAM/SM convencional = 3,06 N.cm versus SHAM convencional = 3,07
N.cm). Ainda, quando associada a sindrome metabdlica ao grupo OVX, os valores de
torque de remocdo para o grupo OVX/SM se apresentaram ligeiramente maiores,
confirmando que a sindrome metabdlica ndo promoveu piora do reparo periimplantar do
ponto de vista biomecanico (OVX/SM convencional = 2,7 N.cm versus OVX
convencional = 2,5 N.cm). Seguindo o mesmo padrao, os valores de torque de remogéo
do grupo OVX/SM/RIS se apresentaram superiores ao grupo OVX/RIS, no qual os
animais ndo foram induzidos a sindrome metabdlica (OVX/SM/RIS convencional = 3,7
versus OVX/RIS convencional = 2,3 N.cm). Esses dados confirmam a hipotese de que
um componente da sindrome metabdlica (aumento da massa corporal) pode ter efeito
protetor contra os maleficios da osteoporose®?.

Sendo a osteoporose um problema de saude publica, o tratamento adequado para
esta condicdo é de interesse mundial. Nas Ultimas duas décadas, uma série de terapias
farmacoldgicas para osteoporose foram apresentadas, incluindo os anti-reabsortivos,
medicamentos de primeira escolha para a terapia anti-osteoporose®. O risedronato de
sodio é um bifosfonato oral amplamente prescrito para o tratamento da osteoporose pds
menopausica. Estudos demonstraram sua expressiva eficacia na prevencgéo de fraturas em
mulheres na pés menopausa® através do seu mecanismo de acdo anti-reabsortivo, que

atua reduzindo a taxa de remodelacéo 6ssea e suprimindo a acao dos osteoclastos. Embora
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seu desempenho seja favordvel na prevencao de fraturas e manutencdo de densidade
mineral 0ssea, 0 uso dos bifosfonatos tem sido associado ao desenvolvimento de
osteonecrose dos maxilares, uma vez que esses agentes podem diminuir o suprimento
sanguineo através da inducdo da apoptose de células endoteliais, prejudicando a
angiogénese.>® Além disso, a auséncia da diferenciacéo e funcio dos osteoclastos afeta a
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento derivados de osteoclastos responsaveis por
ativar a formacéo 0ssea. Dessa forma, o uso do risedronato pode inibir o turn over 0sseo
e levar ao quadro de osteonecrose.>® Confirmando esses achados, os animais que foram
induzidos a deficiéncia de estrégeno e tratados com risedronato obtiveram os menores
valores de torque de remoc&o, indicando piora do processo de reparo peri-implantar
(OVX/RIS = 2,3 N.cm). Por outro lado, quando associamos o uso de implantes
funcionalizados com teriparatida, um anabdlico 6sseo, os valores de torque de remogéo
tiveram um aumento relevante em animais tratados com risedronato de sédio (OVX/RIS
teriparatida = 4,3 N.cm versus OVX/RIS convencional = 2,3 N.cm). O efeito preventivo
do risedronato de sodio em fraturas 0sseas é incontestavel, sendo uma medicacao viavel
para portadores da osteoporose. No entanto, é evidente que sua acao antireabsortiva traz
prejuizos ao metabolismo ésseo durante o processo de reparo peri-implantar, uma vez que
0s osteoclastos tem importante papel no processo de reparo 6sseo. Os dados obtidos por
esse estudo evidenciam que a associa¢do de um anabolico 6sseo de forma local, ou seja,
incorporado a superficie do implante, conseguem neutralizar os efeitos maléficos
produzidos pelo bifosfonato nos ossos maxilares, sendo uma estratégia interessante para
melhorar as respostas de formacdo 6ssea em individuos que fazem o uso de risedronato
de sddio e necessitam de tratamento com implantes dentarios. A teriparatida tem eficacia
comprovada na reducéo do risco de fratura vertebral e ndo vertebral em mulheres na pos-
menopausa com osteoporose®’. Em um estudo de Anagnostis em 2018%, foi demonstrado
que a teriparatida apresentou resultados mais favoraveis que os bifosfonatos (alendronato
e risedronato) quanto ao aumento da densidade mineral 6ssea e melhora da arquitetura
Ossea, tendo maior sucesso em reduzir o risco de fraturas. Estudos do nosso grupo
mostram que a teriparatida tem um efeito favoravel sobre o processo de reparo 6sseo
alveolar ou periimplantar, quando 0s animais sd0 submetidos a orquiectomia,
predispondo a condigdo de osteoporose no sexo masculino.>®%!

Ademais, a teriparatida foi associada a maior resolugdo de defeitos dsseos e
cicatrizacdo acelerada de feridas 6sseas na cavidade oral em comparagdo com o placebo,

um efeito promissor em casos de osteonecrose mandibular.®? Esses estudos sustentam os
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resultados obtidos pela anélise biomecénica deste estudo, na qual o grupo OVX/SM/RIS,
no qual foi utilizado implantes funcionalizados com teriparatida, obteve valores
superiores de torque de remoc¢do quando comparados ao grupo em que foi utilizado
implantes convencionais (OVX/SM/RIS teriparatida = 5,02 N.cm versus OVX/SM/RIS
convencional = 3,7 N.cm). Além disso, o grupo OVX/SM/RIS com implantes
funcionalizados com teriparatida atingiu o maior valor de torque de remocdo quando
comparado aos demais grupos do experimento, apresentendo diferenca estatistica com
relacdo aos grupos SHAM/SM convencional (p=0,04), OVX convencional (p=0,001),
OVX/SM convencional (p = 0,007) e OVX/RIS convencional (p=0,002).
Segundo o entendimento destes achados, podemos concluir que apenas os bifosfonatos
orais ndo sdo suficientes para promover a melhora do reparo periimplantar em ratas
submetidas a ovariectomia, de modo que os valores de torque de remocao do grupo
OVXI/RIS convencional se apresentou inferior ao grupo OVX sem tratamento. No
entanto, a associacao de risedronato de sodio a administracdo local de teriparatida pareceu
conferir os melhores resultados, que séo representados pelos maiores valores de torque
de remocéo do grupo OVX/SM/RIS teriparatida, superando o valores obtidos pelo grupo
SHAM. Além disso, os valores de torque de remocao de todos 0s grupos com implantes
funcionalizados com teriparatida foram superiores aos grupos que utilizaram implantes
convencionais.

A utilizacdo da teriparatida como meio de melhorar o reparo periimplantar é
promissora nao apenas em casos em que ha comprometimento 6sseo por deficiéncia de
estrdgeno, mas também por individuos saudaveis, uma vez que a administracao topica do

medicamento é localizada e ndo traz efeitos sistémicos.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a associacgao sistémica do
farmaco anti-reabsortivo ao anabolico 6sseo de forma topica mostrou-se bastante
promissora. Mais estudos sd0 necessarios para que estas respostas sejam melhor
caracterizadas do ponto de vista biologico e funcional.

Vale destacar que a superficie funcionalizada com o anabdlico 6sseo apresentou
melhor desempenho clinico quando comparada & superficie convencional, mostrando-se

mais eficiente em todos grupos experimentais avaliados neste estudo.
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