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RESUMO

Introducdo: Este estudo visou caracterizar morfologica e estruturalmente o tecido
produzido na interface osso-implante em ratas espontaneamente hipertensas
ovariectomizadas com implantes instalados em suas tibias, e analisou como o
tratamento associado de losartan sistémico e alendronato de sodio local influenciou
no reparo 0sseo peri-implantar. Material e Métodos: Foram utilizadas ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) que receberam losartan (30 mg/kg, p.o.). Apos
uma semana, implantes de titanio tratados (Medens, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil) ou ndo com alendronato de sédio (ALE) foram instalados nas tibias. Sessenta
dias apos a implantacdo, a estabilidade do implante foi avaliada pela medicdo de
torque reverso, considerado como desfecho primario. A microtomografia
computadorizada e a andlise por confocal foram parametros secundarios.
Resultados: A ac¢do sinérgica do losartan e do alendronato de sédio na superficie do
implante aumentou o torque reverso no grupo SHR SHAM ALE. Enquanto a micro-
tomografia também revelou maior extensdo de contato entre 0sso e implante,
volume ésseo e espessura trabecular nos animais SHR SHAM ALE. Por ultimo, o
losartan e o alendronato de sodio ndo alterou significativamente os parametros de
osseointegracdo nas ratas ovariectomizadas. Conclusfes: Os resultados
apresentados sugerem que a acao sistémica do losartan somada a atuacao local do
alendronato de sédio na superficie dos implantes melhoram os parametros de

osseointegracao em tibias de ratas hipertensas e ndo ovariectomizadas.

Palavras-chave: Osso e o0ssos. Hipertensdo. Ratos endogamicos SHR. Anti-

hipertensivos. Implantes dentarios. Losartan.



Santos GM. Characterization of peri-implant bone tissue in hypertensive and
estrogen-deficient rats after the synergistic action of Losartan and Alendronate
Sodium [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista; 2021.

ABSTRACT

Background: This study aims to characterize morphologically and structurally the
tissue produced at the bone-implant interface in spontaneously hypertensive
ovariectomized rats that will have implants placed in their tibiae, and to analyze how
the associated treatment of systemic losartan and local sodium alendronate might
influence the peri-implant bone healing. Methods: They are used spontaneously
hypertensive (SHR) rats that received losartan (30 mg/kg, p.o.). After one week,
titanium implants treated (Medens, Ribeirdo, S&o Paulo, Brazil) or not with sodium
alendronate (ALE) were installed in the tibiae. Sixty days after implantation, implant
stability was assessed by measuring the removal torque considered the primary end
point. Computed tomography and confocal analysis were secondary parameters.
Results: The synergistic action of losartan and sodium alendronate on the implant
surface increased the reverse torque in the SHR SHAM ALE group. While micro-
tomography also revealed a greater extent of contact between bone and implant,
bone volume and trabecular thickness in SHR SHAM ALE animals. Finally, losartan
and sodium alendronate did not significantly alter osseointegration parameters in
ovariectomized rats. Conclusions: The results presented suggest that systemic
losartan plus the local action of sodium alendronate on implants surface improves

osseointegration parameters in tibias of hypertensives and non-ovariectomized rats.

Keywords: Bone. Hypertension. Sponteneous hypertensive rats. Antihypertensives.

Dental implants. Losartan.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo e a osteoporose sdo as maiores causas de mortalidade e
morbidade na saude publica, sobretudo pelo aumento das doencas cardiovasculares
e fraturas dsseas. (1) Essas duas alteragBes sistémicas sdo comuns em pacientes
com maior idade. Sendo assim, mulheres hipertensas na menopausa desenvolvem a
osteoporose com maior frequéncia. (2) O mesmo estudo aponta uma possivel
associacdo entre hipertensédo e osteoporose por dietas de baixa ingestdo de célcio.
(2) Ambas as condigcbes mostram ser responsaveis por promover alteracdes no
metabolismo 6sseo. (3-5) Isso também sugere que pacientes com essas alteracdes
conjuntas no metabolismo 6sseo possam ser de alto risco para a instalacdo de
implantes. Dessa forma, estratégias terapéuticas devem ser adotadas a fim de

controlar essas alteracdes, e melhorar o metabolismo 6sseo comprometido.

Drogas anti-hipertensivas agem na supressdao do sistema renina-
angiotensina, para evitar a vasoconstricdo e controlar a pressao arterial. (6) Porém,
trabalhos recentes apontam que anti-hipertensivos também séo capazes de agir no
metabolismo 0sseo. (7-9) Isso porque componentes do sistema renina-angiotensina
sao expressos no tecido 0sseo. (10,11) Estudos prévios mostram que a angiotensina
Il aumenta a reabsorcado éssea, pelo fato de aumentar a atividade osteoclastica
elevando a expressdo de RANKL. (7-9) Ademais, altera a diferenciacdo e
maturacdo osteoblastica diminuindo a expressédo de Runx2 e osteocalcina. (12) Com
isso, destaque tem sido dado a atuacdo do losartan, antagonista de receptores tipo 1
da angiotensina Il, amplamente utilizada no controle da hipertenséo, (13) o qual
também atua no metabolismo 6ésseo. (7,11,14) Efeitos anti-catabdlicos foram
encontrados, como aumento das propriedades fisio-mecéanicas do osso alveolar (15)
e diminuicdo do risco de fraturas. (16) Em estudos pré-clinicos também mostrou
melhorar o reparo de enxertos 0sseos e consolidacdo de fraturas. (17,18) Esses
achados sdo consistentes com estudos clinicos, onde assinalam que anti-
hipertensivos podem ser responsaveis pelo aumento da taxa de sobrevivéncia de
implantes osseointegraveis. (19,20) Seguindo os principios do reparo 6sseo, sugere-
se que o losartan pode trazer beneficios para a osseointegracdo em condi¢cbes

O0sseas comprometidas, como hipertenséo e osteoporose.



29

Mulheres no periodo da menopausa apresentam deficiéncia de estrégeno.
(4) Por sua vez, a diminuicdo dos niveis de estrogeno leva ao aumento da
expressdo dos receptores tipo 1 da angiotensina IlI. (21) Esses receptores sdo
fundamentais no sistema renina-angiotensina, visto que sao responsaveis por
mediar as funcdes da angiotensina Il. (22) Contando com o aumento da expressao
dos receptores tipo 1, também ocorre um aumento dos efeitos da angiotensina Il,
como: vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona, retencdo de sodio e agua, e
consequente aumento da pressao arterial. (22) Esse também é um dos motivos para
0 aumento de arteriosclerose e doencas cardiovasculares em mulheres no periodo
da menopausa. (23) Somado a isso, estudos indicam que o aumento da
angiotensina Il esta associado com o aumento da reabsorcdo Ossea (10,18).
Seguindo esse principio, o losartan mostrou melhorar os parametros 6sseos
estruturais em modelo de osteoporose. (24) Além disso, o losartan revelou ser capaz
de reverter favoravelmente a osseointegracdo em ratos SHR, com 0 aumento da
espessura 0ssea e de 0sso medular em contato com implantes em modelo de tibias
em ratos espontaneamente hipertensos. (25) O mesmo efeito anabdlico foi visto em
nosso ultimo estudo onde o losartan mostrou melhorar a calcificacdo do 0sso
alveolar de ratos normotensos. (26) Adicionalmente, esse anti-hipertensivo exibiu
papel na reducdo da inflamacdo e aumento de fatores da formacdo 6ssea em
modelo de ratos com periodontite. (27) Sendo assim, o losartan pode ter um papel
adjuvante de reverter a deficiéncia de estrégeno e aumento da angiotensina Il no

metabolismo 6sseo.

O alendronato de sodio € um medicamento amplamente utilizado no
tratamento da osteoporose. (28,29) Trabalhos mostram que além da diminuicdo das
fraturas Osseas, esse farmaco atua sobre o reparo 6sseo alveolar. (30) Esse
analogo do pirofosfato tem afinidade a hidroxiapatita, e por esse motivo, atua no
tecido 6sseo em formacéo. (31) Pesquisa recente assinala melhora dos parametros
de osseointegracdo em modelos de osteoporose por meio de alendronato
administrado via oral. (32) Porém seu uso clinico ainda & impreciso, tendo efeitos
colaterais, como: nausea, vomito, dores gastrointestinais (33) e osteonecrose dos
maxilares a longo prazo. (34) Sendo assim, tém se voltado para diferentes formas de
administracdo deste farmaco, sendo a acdo local uma das opc¢bes bastante

promissoras. (30,32,35,36) Atuais revisdes sistematicas mostram que tanto quando
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administrado no alvéolo, tanto como na superficie do implante, o alendronato é
capaz de melhorar parametros de volume O&sseo, contato osso-implante e
biomecéanicos na osseointegracdo, (32) também em osteoporose. (37) Além disso,
seu uso tépico mostrou resultados benéficos no tratamento da periodontite. (38,39)
Portanto, o uso local do alendronato revela-se como uma boa alternativa a ser

utilizada em condicBes 6sseas comprometidas.

Visto a grande incidéncia das duas condi¢des: hipertenséo e osteoporose,
especialmente em mulheres, (2) justifica-se o uso dos modelos de SHR e
ovariectomia para mimetizar essa condicdo sistémica. (40) Nesse sentido,
destacam-se farmacos para reverter esse metabolismo 6sseo comprometido, como:
losartan e alendronato de sodio. Ainda, deve-se levar em conta o beneficio do
losartan atuar favoravelmente no metabolismo 0sseo. Seu efeito vasodilatador
melhora a vascularizacdo 6ssea apo0s a instalacdo dos implantes. (17,41) Com isso,
seu uso em acdo sinérgica com o alendronato de sodio local, incorporado a
superficie de implante, parece ser uma boa estratégia terapéutica neste modelo
experimental e evitar os efeitos colaterais do alendronato. Corroborando com o
estudo, outra pesquisa apontou aumento da osseointegracao de implantes tratados
com alendronato mais radiag&o ultravioleta. (42)

Recentemente vivemos um processo de envelhecimento da populagéo e
um aumento na procura por reabilitacdo com implantes. (20) Além disso, a maior
parte destes pacientes apresenta algum tipo de desordem sistémica como
hipertensdo e osteoporose. (43) Dessa forma, se faz necessario investigar o
comportamento ésseo peri-implantar em animais hipertensos ovariectomizados, uma
vez que esse modelo mimetiza uma situacado clinica desafiadora para a reabilitacédo
com implantes osseintegrados. Vale destacar, que apesar de ser uma situacao
clinica constante, ha poucos estudos. Dessa forma, o ineditismo em utilizar
sistemicamente o losartan e localmente o alendronato, pode repercutir em uma
estratégia terapéutica a ser adotada nessas condicbes. Esses farmacos podem
reverter o metabolismo 6sseo comprometido pela hipertensdo e pela deficiéncia de

estrogeno, no intuito de se obter um tecido 6sseo favoravel para a osseointegracao.
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2 METODOLOGIA

Inicialmente o projeto foi enviado para Comité de Etica em pesquisa no
uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP e obteve
parecer favoravel (FOA n° 00332-2018). Sendo assim, para esse estudo foram
utilizadas 64 ratas espontaneamente hipertensas (SHR), adultas com 6 meses, com
peso ao redor de 300 gramas. Os animais foram divididos em dois grupos conforme
analises: Biomecanica e tecidos calcificados (Tabela 2). Nestes grupos, conforme a
cirurgia de inducdo da osteoporose e se submetidos a instalagdo de implantes com
superficie tratada com alendronato de sddio (ALE), os animais foram divididos de
forma randémica em quatro subgrupos: SHR SHAM, SHR SHAM ALE, SHR OVX e
SHR OVX ALE (Tabela 3). Logo apos, em cada animal foi realizada a cirurgia para
instalacdo de um implante em uma tibia. Estes animais foram mantidos em gaiolas e
alimentados com racao e alimentados com racdo balanceada (1.4% Ca e 0.8%-Pe
Nuvilab, Curitiba PR, Brazil) e agua ad libitum no Biotério da Faculdade de

Odontologia do campus de Aracatuba— UNESP.

TABELA 1 - Divisdo dos grupos de analises e distribuicao das tibias (n) por grupo

SHR SHR SHR SHR
Grupos de andlises SHAM SHAM OVvX OVX
ALE ALE
Biomecanica Torque Reverso 8 8 8 8
Tecidos Micro-CT
8 8 8 8
Calcificados Epifluorescéncia
64 tibias
Total (n) 16 16 16 16
64 animais

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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TABELA 2 - Divisao dos subgrupos, conforme cirurgia e tratamento submetidos

Subgrupos Cirurgias Tratamento

SHR SHAM Cirurgia ficticia de exposicao dos ovarios Losartan 30mg/kg/dia

Instalacdo de 1 implante em uma tibia

SHR SHAM ALE Cirurgia ficticia de exposicao dos ovarios Losartan 30mg/kg/dia

Instalacéo de 1 implante em uma tibia Superficie de alendronato

SHR OVX Ovariectomia bilateral Losartan 30mg/kg/dia

Instalacdo de 1 implante em uma tibia

SHR OVX ALE Ovariectomia bilateral Losartan 30mg/kg/dia

Instalacéo de 1 implante em uma tibia Superficie de alendronato

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

2.1 Ciclo estral e cirurgia de ovariectomia

Previamente a cirurgia de ovariectomia, foi conferido se as ratas
hipertensas estavam ciclando normalmente. Diariamente, elas foram colocadas em
gaiolas individuais e 1-2 gotas de soro fisiologico foram introduzidas no interior da
vagina, em seguida, foram aspiradas e colocadas em lamina de histologia para
leitura microscopica imediata de reconhecimento das fases do ciclo estral, pela
técnica de Long & Evans. (44) As ratas foram utilizadas ap6s a obtencéo de 2 a 3
ciclos estrais regulares. A remocao cirdrgica dos dois ovarios foi realizada sob
anestesia com 100 mg/kg de Cetamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser —

Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séo Paulo, Brasil) por via intraperitoneal.
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2.2 Tratamento sistémico com Losartan

Em todos os grupos, o controle da pressao arterial foi realizado por meio
da administracdo de losartan (Biosintetica, Sao Paulo, Brazil) via oral em
concentracdes de 30 mg/kg/dia apds a diluicdo em 50 mL de &gua. Este volume de
liquido foi oferecido para cada animal diariamente, comecando 30 dias apos a
ovariectomia e 7 dias antes da cirurgia de instalacdo dos implantes, estendendo até
o dia da eutanasia. A cada 7 dias, os animais foram pesados e a dose foi ajustado
de acordo com o peso. Todos os dias, os frascos foram verificados para assegurar

gue toda medicacao foi tomada, conforme estudo anterior. (17)

2.3 Monitorizacédo da presséo arterial sistolica

A pressdo arterial sistdlica foi verificada no pré-operatorio e durante todos
os dias antes da eutanasia por pletismografia indireta tail-cuff, usando um
Physiograph®, MK-11I-S (Narco Bio-sistemas, Houston, Texas, EUA), adaptado para
medicdes em ratos, seguindo trabalhos anteriores. (17,45)

2.4 Tratamento dos implantes com Alendronato

Os implantes foram preparados no Laboratério da Faculdade de Ciéncias
de Bauru/Unesp a partir da técnica layer by layer, na qual acrescenta camadas de
revestimento de polieletrélitos via interacdo eletrostatica. (46) Para uma
monocamada de alendronado de revestimento na superficie dos implantes, como
precursora se teve a imersdo dos implantes em uma camada de poliestireno sulfato
de sédio (PSS). Depois os implantes foram imersos em uma camada de diéxido de
titnio (TiO2), e por ultimo os implantes foram revestidos de uma camada de
alendronato de sodio em uma concentracdo de 1 grama por meio de atracao
eletrostatica.

Os ingredientes das suspensfes foram misturados em quantidades

apropriadas em recipientes de vidro refrigerados a agua, utilizando uma sonda de
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sonicador (modelo XLS-2015, Misonix, Inc., New York, NY), entdo os implantes
foram mergulhados na camada de revestimento desta solucéo. (46)

Figura 1 — Tratamento dos implantes com alendronato de sédio

Solugdes de revestimento da superficie dos implantes pela técnica de layer by layer por meio de
poliestireno de sédio, didxido de titanio e 1 grama de alendronato de sodio. Implantes de 2 x 4 mm
mergulhados para revestimento da superficie do implante com alendronato de sédio.

Fonte: Arquivos do laboratério

2.5 Cirurgia de instalacao dos implantes

Para a cirurgia de instalacdo dos implantes nas tibias, os animais foram
submetidos a jejum pré-operatorio de 8 horas para serem anestesiados com uma
combinacdo de 100 mg/kg de Cetamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser —
Laboratorio Calier do Brasil Ltda—Osasco, S&o Paulo, Brasil). Também foi
administrado cloridrato de Mepivacaina (0,3 ml/kg 2% Scandicaine, Adrenalina 1:
100.000; Septodont, Saint- Maur-des-Fosse's, Franca) para anestesia e hemostasia
local. Apdés anestesia, o0 local cirargico na por¢cdo medial tibia foi feito tricotomia, e
submetido a desinfeccdo tépica com lodo degermante (10% PVPI, Riodeine
degermante; Rioquimica, Sado José do Rio Preto, SP, Brasil). Foi realizada uma

incisdo de 1,5 cm, seguida pela divulsdo para a exposicdo da metafise tibial. Foi
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instalado um implante de titanio grau 4 tratados com Oxido de aluminio e &cido
nitrico (HNO3) (Mendes, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) nos grupos SHR SHAM e
SHR OVX, com dimensdes de 2 mm de didametro e 4 mm de comprimento. Os
grupos SHR SHAM ALE e SHR OVX ALE receberam os mesmos implantes com
alendronato de soédio incorporado em suas superficies. Com a fresa de 1.6
milimetros de diametro acoplado ao motor elétrico (BLM 600, Driller, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a uma velocidade de 1000 RPM sob irrigacéo isotdnica de cloreto de sédio a
0,9% (Fisioldgico, Laboratorios Biosintética Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), foi
confeccionado o defeito cirdrgico para a posterior instalacdo manual do implante
com chave digital hexagonal. A ferida foi suturada por planos, sendo a camada
profunda com fio absorvivel (Vycril 4.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos,
Brasil) e a camada externa, com monofilamento (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Séo
José dos Campos, Brasil). No periodo poés-operatério imediato, os animais
receberam uma Unica injecdo de pentabiotico intramuscular (0,1 mg/kg, Fort Dodge
Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e dipirona sédica (1 mg/kg/1 dia-1,
Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, S&o Paulo, Brasil). (Figura 2)

FIGURA 2 — Sequéncia de instalacdo dos implantes

Acesso a metéfise tibial e instalagcdo com chave manual do implante de 2 x 4 mm.
Fonte: Arquivos do laboratério
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2.6 Eutanasia

Todos os animais foram submetidos a eutanasia 60 dias apos a
instalacdo dos implantes (dia 97) por meio de dose letal de anestésico (150 mg/kg;
Tiopental Cristalia, Ltda., Itapira, SP, Brasil).

2.7 Grupo de anélise Biomecanica

2.7.1 Torque reverso

Para a analise biomecanica, foram utilizadas as tibias de oito animais por
subgrupo para aferir a quantidade de forca relativa aplicada para a remocédo do
implante. Assim, estes foram anestesiados por uma combinacdo de 50 mg/kg de
Cetamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil)
por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil
Ltda — Osasco, Séao Paulo, Brasil) tiveram as metafises das tibias reabertas para
realizacdo do torque reverso. Um monta-implante (Conexdo, Sao Paulo, Brasil) foi
adaptado ao hexagono do implante e o torquimetro digital foi acoplado ao monta-
implante (Figura 2 A-B). Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o
torque reverso até a rotacdo do implante no interior do tecido 6sseo, rompendo-se
completamente a interface osso-implante, momento em que o torquimetro registrou
0 pico maximo de torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm)
(Figura 2 C-D). Os valores obtidos foram agrupados e submetidos a analise

estatistica.
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FIGURA 3 - Torque reverso

A: Torquimetro digital utilizado; B: Exposi¢do do implante C: Realiza¢do do torque reverso; D:
Registro do valor de torque reverso.
Fonte: Arquivos do laboratério

2.8 Grupo de analises dos Tecidos Calcificados
2.8.1 Micro-CT

As tibias de oito ratos por subgrupo foram removidas ap6s a eutanasia,
fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos®,
Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48 horas,
banhadas em agua corrente por 24 horas, armazenadas em alcool 70% para serem
transportadas até serem escaneadas. Para o0 scaneamento foi utilizado o
microtomografo SkyScan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)
com cortes de 9 um de espessura (50Kv e 500p), filtro de Cobre e Aluminio e passo
de rotacdo de 0.3 mm. A sequéncia de imagens obtidas foram reconstruidas
tridimensionalmente no software NRecon (SkyScan, 2011; Versdo 1.6.6.0). No
software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) foi padronizado o
posicionamento de todas amostras nos planos transversal, longitudinal e sagital. Em
seguida, no software CTAnalyser (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao

1.12.4.0), foi definida a regido de analise ao redor do implante no plano transversal.
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Foram demarcadas a uma distancia de 50 slices em direcdo proximal e 50 slices em
direcdo distal, em relacdo ao osso no qual o implante foi instalado. Assim,
totalizando um volume com 100 slices (874,3 um). O software CTAnalyser calculou o
valor morfométrico baseado em escala de cinza (thershould). O threshold utilizado
na analise sera de 25-90 tons de cinza, para delimitar o osso formado ao redor dos
implantes. A partir dessa conversdao o software realizou o calculo morfométrico
aplicado ao implante em sentido transversal e forneceu os parametros de
porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), quantidade éssea de contato entre 0sso e
implante (BIC), espessura do trabeculado (Tb.Th), numero de trabéculas (Th. N) e
porosidade total (Po.Tot) Os parametros adotados seguirem o guia fornecido pela
American Society of Bone and Mineral Research (47) e de andlises realizadas em
estudos prévios. (48,49) A Reconstrucdo microtomografica de cada uma das

amostras foi feita pelo software CTvox (SkyScan,Verséao 2.7).

FIGURA 4 - Reconstrugcdo microtomografica

Imagem tridimensional representativa de cada um dos grupos pelo software CTvox (SkyScan,Verséo
2.7).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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2.8.2 Microscopia por epifluorescéncia

Apoés a fixacdo em formalina tamponada a 10%, as pecas passaram
pela etapa de desidratacéo a partir da sequéncia crescente de alcoois 70, 90 e 100,
gradativamente para serem incluidas em resina e analisadas pelos fluorocromos de
Calceina e Alizarina para mensuragdao de osso “antigo” e o0sso “novo”
respectivamente. Nessa andlise foi avaliada a precipitacdo e biomarcacdo de
fluorocromos que foram injetados previamente em doses de 20mg/kg por animal. Os
fluorocromos de calceina foram injetados 14 dias apos a instalacdo dos implantes
(Dia 51), ja os fluorocromos de vermelho de alizarina aos 42 dias ap0s os implantes
(Dia 79). Com as laminas preparadas pelo Sistema Exakt foi possivel capturar as
imagens do 0sso peri-implantar pelo microscépio a laser confocal Leica CTR 4000
CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando uma objetiva de
10X (Figura 6, original, 100x). As imagens escaneadas foram analisadas com o
software Image J (Software Analisador de Imagens, Ontario, Canada), por meio da
ferramenta freehands, sendo possivel determinar a dinamica de neoformacdo 6ssea
durante 14 e 42 dias por meio da sobreposicdo dos fluorocromos. As analises foram

realizadas em duplo cego.
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FIGURA 5 - Epiflorescéncia do osso peri-implantar com os fluorocromos de Calceina e
Alizarina

#%  SHR SHAM , SHR SHAM ALE

Imagem representativa de cada grupo SHR OVX, SHR OVX ALE, SHR SHAM, SHR SHAM. O o0sso
antigo € marcado pela primeira aplica¢éo do fluorocromo de calceina destacado em verde aos 14
dias e a alizarina em vermelho aos 42 dias ap0s a instala¢éo dos implantes.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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3 RESULTADOS

3.1 Grupo Biomecanica
3.1.1 Torque reverso

Sessenta dias apos a instalacdo dos implantes foi mensurada o torque
reverso para os grupos experimentais: SHR SHAM, SHR SHAM ALE, SHR OVX e
SHR OVX ALE. Torque reverso aumenta até o implante girar dentro do 0osso, onde o
valor de Newton por centimetro foi registrado. Na avaliacdo dos valores de torque
reverso em N.cm, o grupo SHR SHAM ALE obteve uma média de 8 N.cm, no grupo
SHR SHAM a média foi de 5 N.cm, e grupo SHR OVX ALE com 5.2 N.cm, j& os
grupo SHR OVX com 3.33 N.cm obtiveram os menores valores. Tendo esses dados,
primeiro foi realizado o teste de homocedasticidade (Shapiro-Wilk), considerando
(P<0,05). Assim foi aplicado o teste ANOVA 1 fator (torque reverso). Como pés-
teste, foi aplicado o teste Tukey. Foi observada diferenca estatistica entre os grupos
SHR SHAM ALE e SHR OVX (p=0,024).

GRAFICO 1 - Torque reverso
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Valores médios do torque de remocao (Ncm) nos 4 grupos experimentais. O * indica diferenca
estatistica (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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3.2 Grupo Tecidos Calcificados
3.2.1 Micro-CT

Na avaliacdo microtomografica, referente a quantidade de osso em
contato com o implante (BIC), o grupo SHR SHAM ALE foi obtida média de 25.527
mm3, no SHR SHAM de 22.259 mm3 , SHR OVX de 18.4597 mm3 e SHR OVX ALE
com 19.128 mm3. Com diferenca entre os grupos SHR SHAM ALE e SHR OVX
(p<0,05, Holm-Sidak). Quando avaliado a porcentagem de volume 6ssea (BV/TV) o
grupo SHR OVX (43%) se mostrou inferior ao grupo SHAM OVX ALE (48,55%). SHR
SHAM (62,75%), e o maior valor foi do grupo SHR SHAM ALE (69,02%), com
diferenca estatistica comparado com SHR OVX (p<0,05, Holm-Sidak). Referente as
trabéculas 0sseas peri-implantares, a espessura trabecular (Tb.Th) foi maior no SHR
OVX (0.23 mm), com resultados semelhantes entre os SHR SHAM (0.19 mm) e SHR
SHAM ALE (0.20 mm), os quais apresentaram resultados superiores em
comparacdo ao SHR OVX ALE (0.22 mm), com diferenca estatistica entre SHR
SHAM ALE e SHR OVX (p< 0,05, Holm-Sidak). Quanto ao niumero de trabéculas
(Th.N), foi obtido uma média de 3,64 mm para SHR SHAM ALE tendo valor proximo
ao SHR SHAM , ja os menores numeros para o grupo SHR OVX com 2 mm e SHR
OVX ALE com 2.2 mm. Diferenga entre SHR SHAM ALE e SHR OVX (p<0,05, Holm-
Sidak). A menor separacao entre as trabéculas foram nos animais SHR SHAM ALE
com espaco de 0.16mm, seguida dos SHR SHAM com 0.17mm, e as mais
espacadas SHR OVX ALE 0.22mm e SHR OVX com 0.23mm. Em relagdo a
porosidade da area avaliada através da porcentagem de porosidade total (Po(tot)),
os valores foram 57% (SHR OVX), 52% (SHR OVX ALE), 31% (SHR SHAM ALE) e
SHR SHAM com 38%, com diferenca estatistica entre SHR OVX e SHR SHAM ALE
(p<0,05, Holm-Sidak).
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GRAFICO 2 - Microtomografia computadorizada do 0sso peri-implantar
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As tibias foram fixadas em formaldeido e logo depois scanneadas no sentido longitudinal. O * indica
diferenca estatistica (p < 0.05).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020).

3.3 Analise de epifluorescéncia

7

Na andlise de epifluorescéncia é possivel mensurar quantidade de
precipitacdo de calcio ocorrida no momento da injecdo do fluorocromo. O grafico
abaixo mostra a precipitacdo no momento da injecdo da calceina, primeiro
fluorocromo a ser injetado, e, portanto, representativo do osso antigo (Figura 6). No
estudo deste pardmetro, a presenca de calceina esta relacionada a maior
preservacdo do 0SS0 antigo, ou seja, uma menor atividade de reabsorcao

osteoclastica. Além do fluorocromo de alizarina, representativo do 0SS0 novo.

Observou-se que nas ratas ovariectomizadas e hipertensas, a presenca
do alendronato local néo interferiu na dindmica 0ssea, permitindo que a atividade
osteoclastica acontecesse. Isso resultou na diminuicdo da precipitagdo de calceina,

em niveis semelhantes nos animais ovariectomizados. Nas ratas SHAM SHR,
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observa-se que a atividade de reabsor¢cdo mostrou-se menor, COmo uma resposta
ao losartan (31um3, Figura 6). Assim, preveniu-se a reabsorcéo éssea e atividade
osteoclastica, aumentada durante a hipertensdo. Quando as ratas hipertensas
receberam a associacdo do losartan sistémico e alendronato local, foi possivel
observar que este reduziu o efeito do losartan sistémico, um aumento da atividade
osteoclastica (16 um3, Figura 6). Estes resultados mostram que o alendronato local
modula a resposta do losartan quando diminui a atividade osteoclastica durante o
reparo peri-implantar. O resultado mostrou o efeito do alendronato local sobre a
superficie do implante e do losartan sistémico no 6sseo reparacional. Houve maior
taxa de deposicao de calcio nos animais SHR SHAM, e os menores valores para 0s
animais submetidos a cirurgia de ovariectomia SHR OVX (4 um?3, Figura 6), com
discreta melhora quando as superficies dos implantes sdo tratadadas com
alendronato nos animais SHR OVX ALE (6um?3, Figura 6).

GRAFICO 3 - Andlise de epifluorescéncia do osso peri-implantar

40- .
—e— e Calcein
. 301 m Alizarin
‘g ®
= 20
© = @
] —_—
= 10- ® ®
[ X ) ®
0 __—EF.—_J'—_E-#@ -...l..E
< o
6‘3§ IPC RN
3 Sl X ¢
Q Q> %
) =) Q\Q'
& °

Quantificacao da &rea de precipitacdo do fluorocromo de calceina, 14 dias apés a instalacéo dos
implantes. Sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0.05).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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A taxa de aposicdo mineral diaria mostrou um equilibrio entre todos os
grupos avaliados. A acdo sinérgica de losartan sistémico e alendronato local
contribuiu para que a precipitagdo de calcio diaria sobre o 0sso peri-implantar
ocorresse de forma semelhante em todas as condi¢cOes sistémicas. Vale destacar

uma discreta reducéo desta taxa nas ratas hipertensas e ovariectomizadas.

GRAFICO 4 - Aposicéo 6ssea mineral
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Esses valores séo de precipitacdo 6ssea diaria. Os valores sao calculados pela distancia
entre os dois fluorocromos e divido pelos 28 dias de diferenca entre eles.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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4 DISCUSSAO

A hipertensdo quando néo tratada leva um atraso no reparo 6sseo alveolar,
(50) porém anti-hipertensivos s@o capazes de melhorar o reparo (51) e o
metabolismo 0sseo. (52) Além da hipertensdo, a osteoporose também gera um
reparo 0sseo inadequado, (49) mas o uso de antirreabsortivos locais como
alendronato de sédio favorece a osseointegracdo. (30) Sendo assim, considerando
os beneficios dos anti-hipertensivos e dos antirreabsortivos, surgiu a hipétese do uso
benéfico dessas drogas sobre as condicbes de hipertensdo e osteoporose.
Corroborando com esse trabalho, estudo recente mostra maior taxa de aposicao
Ossea alveolar em animais tratados com losartan, droga anti-hipertensiva. (53)
Também em suporte com essa hipétese, os resultados obtidos mostram maior forca
de torque reverso e melhores parametros 6sseos microtomograficos em animais
hipertensos tradados com losartan e que receberam os implantes funcionalizados

com alendronato de sédio.

Em condicdes de hipertensédo e deficiéncia de estrégeno, a associacdo entre
losartan sistémico e alendronato de sodio local ndo foi capaz de reverter essa
condi¢do prejudicada, possivelmente a alta atividade osteoclastica provocadas pelo
modelo de hipertensao (45) e deficiéncia de estrégeno. (54) O sinergismo dessas
duas drogas funcionou na presenca exclusiva da hipertensdo, onde foram
observados os maiores valores de torque reverso. A hipertensdo leva um aumento
da expressdo de RANKL e reducdo de RUNX2, com consequente desequilibrio no
metabolismo 6sseo. A osteoporose também atua aumentando RANKL e numero de
osteoclastos. (55) Sendo assim, as duas condi¢cdes diminuem a deposicéo de célcio,
como mostrou os resultados de epipluorescéncia. Na analise dos fluorocromos, o
uso das duas drogas nao foi capaz de melhorar a precipitacdo de calcio em animais
hipertensos e ovariectomizados, onde 0os menores valores ficaram com 0s grupos
SHR OVX e SHR OVX ALE.

hY

Os menores valores de célcio, referentes a dindmica dos fluorocromos,
observada no tecido 6sseo de animais hipertensos e ovariectomizados podem ser
justificados pela alteracdo do metabolismo de calcio. O aumento de citocinas pro-
inflamatorias incluindo interlecina-6 (IL-6), (TNF-a) estdo associadas ao surgimento

de doencgas cardiovasculares na hipertensdo e osteoporose. (56) A arteriosclerose
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ou calcificacdo vascular presente em condicdes de hipertensdo e osteoporose
ocorre pela diferenciacdo de células vasculares em osteoblasto e osteclasto-like.
(57) Trabalho recente também mostra que o fluxo sanguineo interfere diretamente
na osteogéneses. (58) O aporte sanguineo inadequado pela hipertensdo (59) ou
osteoporose (58) pode afetar significantemente a formacdo oOssea. O mesmo
trabalho ainda mostra o efeito positivo no metabolismo 6sseo de camundongos
idosos apdés administracdo de alendronato. (58) O alendronato levou a maior
expressdo de células osteoprogenitoras endotelias do tipo H, osterix e melhora do
fluxo sanguineo. Com isso, o possivel efeito das duas alteracdes sistémicas no fluxo
sanguineo pode nao ter sido revertido com o uso do losartan e do alendronato no

modelo deste estudo.

Estudos prévios relatam uma osseointegracdo inadequada em animais
espontaneamente hipertensos, onde o losartan mostrou-se eficiente para reverter
essa condicdo. (60) Da mesma forma, os dados obtidos também sugerem uma
melhora do reparo 6sseo peri-implantar nos animais hipertensos tratados com
losartan e implantes tratados com alendronato. Porém, néo foi eficiente quando a
condicéo sistémica de osteoporose foi adicionada ao modelo experimental, onde néo
pode ser compensado de mesma forma. Dessa maneira, 0os resultados também
podem ser extrapolados parcialmente para o ponto de vista clinico. Por isso,
sugerem-se pesquisas para investigar um possivel risco de implantes em pacientes
hipertensas na menopausa. Os achados também sugerem o ndo sinergismo do
losartan e alendronato, talvez as concentracdes possam ser ajustadas para um
préximo estudo, a fim de que novas respostas celulares sejam avaliadas neste
modelo experimental. Sendo assim, se faz necessario novos estudos na busca de
inovacdes terapéuticas para a melhora do reparo 6sseo na presenca das duas
alteracdes sistémicas. Ainda se faz necessario verificar se o efeito positivo do
losartan e do alendronato ocorre por meio do melhora do fluxo sanguineo ou por

meio da diferenciagdo de células 6sseas.
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5 CONCLUSAO

Como concluséo, a evidéncia deste trabalho sugere que o uso do losartan
sistémico e alendronato de sddio local melhoram o reparo 6sseo peri-implantar na
hipertensdo, mas ndo associada a deficiéncia de estrogeno. Adicionalmente, a
presenca de hipertensdo e deficiéncia de estrogeno pode ser um fator de risco a

implantodontia.
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