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(57) Resumo: FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DE IMPLANTES COM MOLECULA DOADORA
DE OXIDO NITRICO ATRAVES DA TECNICA LAYER BY LAYER COMOESTRATEGIA PARA A
MELHORA DO PROCESSO DE REPARO PERIIMPLANTAR EM RATAS A tecnologia proposta
consiste em funcionalizar a superficie de dispositivos utilizados para procedimentos reabilitadores em
odontologia (implantes osseointegraveis), utilizando uma molécula que atua como doadora de 6xido
nitrico, um vasodilatador que possui efeito local, melhorando o fluxo sanguineo e consequentemente
atuando de forma favoravel ao processo de reparo periimplantar. A molécula bioativa proposta neste
estudo consiste na Rutherpy, uma substancia desenvolvida na Faculdade de Farmacia de Ciéncias
Farmacéuticas da USP/Ribeirdo Preto e que tem a sua acdo vasodilatadora comprovada
cientificamente. O processo de funcionaliza¢do da superficie dos implantes é realizado a partir da
técnica de layer by layer, onde a partir da interposicdo de camadas com diferentes cargas elétricas,
cria-se um substrato para que a molécula funcionalizadora (no caso, o doador de 6xido nitrico) esteja
localizado externamente a superficie do implante. A ideia implicita nesta tecnologia consiste na agao da
Rutherpy como vasodilatador local, promovendo uma melhora no fluxo sanguineo que tera um efeito
favoravel sobre o processo de reparo dsseo, contribuindo para que os eventos celulares e teciduais
sejam (...).
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FUNCIONALIZAC}AO DA SUPERFICIE DE IMPLANTES COM MOLECULA
DOADORA DE OXIDO NITRICO ATRAVES DA TECNICA LAYER BY LAYER COMO
ESTRATEGIA PARA A MELHORA DO PROCESSO DE REPARO PERIIMPLANTAR
EM RATAS
INTRODUGCAO
[001] O processo para o desenvolvimento da tecnologia iniciou-se a partir da escolha
de uma concentracdo do farmaco (molécula funcionalizadora) que possibilitasse o
estimulo de osteoblastos quanto ao processo de mineralizagdo O0ssea sem que
houvesse prejuizo da viabilidade e metabolismo celular). Para tanto, foram realizados
testes em culturas de células onde duas concentracdes diferentes do farmaco foram
testadas (Rutherpy nas concentracdes de 10uM e 100uM). Vale destacar que o
farmaco foi incorporado a superficie de discos de titanio a partir da técnica de layer by
layer e testes como MTT, nddulos de mineralizacdo e genotoxicidade foram realizados.
Selecionada a concentracdo de Rutherpy que resultasse em melhores resultados de
mineralizacdo sem prejuizo na viabilidade celular, passou-se para 0s experimentos in
vivo. Nesta etapa, utilizou-se como modelo experimental o implante imediato realizado
em maxila de ratas, na regido do 1o molar superior. Realizou-se a exodontia do 1o
molar superior, seguido da instalagdo imediata do implante (medida 1,4mm x 2,7mm)
com a funcionalizacdo por Rutherpy (concentracdo selecionada de 10uM) em
comparacao com o implante de superficie convencional, vinda de fabrica. A validacéo
da resposta de osseointegracédo foi obtida 28 dias ap6s a instalagcdo dos implantes,
quando por testes biomecanicos, torque de remocdo, foi avaliada a forca (N.cm)
necessaria para remover o implante do seu sitio de instalacdo. Os resultados
observados mostraram que os valores do torque de remocao foram significativamente
maiores para o0s implantes funcionalizados por Rutherpy do que os implantes
convencionais.
CAMPO DE APLICACAO DA INVENCAO

[002] A presente invencdo esté relacionada a area de Farmacologia e Medicina. A
possivel aplicagdo desta tecnologia estd na confeccdo de implantes osseointegraveis

com a superficie ativada pelo farmaco doador de éxido nitrico.
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ESTADO DA TECNICA

[003] Estudos anteriores mostram o efeito vasodilatador do farmaco aqui utilizado para
a funcionalizacdo da superficie dos implantes. Este efeito vasodilatador ocorre a partir
do seu papel como liberador de 6xido nitrico, melhorando o fluxo sanguineo local, o
que leva a uma melhora na resposta de reparo 6sseo.
[004] Estudos anteriores também mostram o papel do Oxido nitrico e seu efeito
vasodilatador melhorando o processo de reparo 6sseo. Quanto a associacao de efeito
vasodilatador a superficie dos implantes, ndo ha estudos na literatura que utilizam esta
técnica. Artigos que mostram o efeito vasodilatador da molécula doadora de Oxido
nitrico (Rutherpy): (Lunardi, C.H.; Silva, R.S.; Bendhack, L.M. New nitric oxide donors
based on ruthenium complexes, Braz. J. Med. Biol. Res. 42 (2009): 87-93 - Munhoz,
F.C.; Potje, S.R.; Pereira, A.C.; Daruge, M.G.; Silva, R.S.; Bendhack, L.M.; Antoniali, C.
Hypotensive and vasorelzxing effects of the new NO-donor [Ru(terpy) (bdg) NO+]3+ in
spontaneously hypertensive rats. Nitric Oxide 26 (2012):111-117 - Potje, S.R.; Munhoz,
F.C.; Perassa, L.A.; Graton, M.E.; Pereira, A.A.F.; Nakamune, A.C.M.S.; Silva, R.S;;
Bendhack, L.M.; Sumida, D.H.; Antoniali, C. Mechanisms underlying the hypotensive
and vasodilator effects of Ru(terpy)(bdq)NO]3+, a nitric oxide donor, differ between
normotensive and spontaneously hypertensive rats. European Journal of Pharmacology
741 (2014):222-229).
[005] Artigos que mostram que o 6xido nitrico melhora o processo de reparo tecidual: -
Schwentker A; Billiar, T.R. Nitric Oxide and wound repair. Surg. Clin. North. Am. 2003.
Jun; 83(3):521-530. - Chae, H.J.; Park, R.K.; Chung, H.T.; Kang, J.S. et al. Nitric Oxide
is a regulator of bone remodeling. J. Pharm Pharmacol. 1997 Sep; 49(9): 897-902. -
Afzal F.; Polak J.; Buttery L. Endothelial nitric oxide synthase in the control of
osteoblastic mineralizing activity and bone integrity. J. Pathol. 2004. Apr; 202(4):503-10.
[006] Quanto a aplicacdo local do 6xido nitrico ou mesmo da molécula aqui testada
(Rutherpy), nao foi encontrado nenhum documento com esta tecnologia.

OBJETIVOS DA INVENCAO
[007] A atual proposta € inovadora, pois busca incorporar o farmaco doador de é6xido

nitrico a superficie do implante, funcionalizando este dispositivo que é instalado no
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tecido 6sseo. A idéia é acelerar as respostas celulares de forma que o processo de
osseointegracdo seja alcancado mais rapidamente sem prejudicar a qualidade do
tecido 0sseo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[008] Esta proposta tem por objetivo funcionalizar a superficie dos implantes com um
farmaco doador de Oxido nitrico através da técnica Layer by Layer (LBL), que consiste
na adsorcdo de polieletrdlitos ou nanoparticulas em um substrato sdlido, geralmente
com certo desequilibrio de cargas na sua superficie.
[009] A carga do material a ser adsorvido deve ser contraria a do substrato para que
ocorra adsor¢cao por atracao eletrostatica. Ao adsorver na superficie do substrato, parte
da carga do material ndo adsorvido ndo é compensada, invertendo a carga resultante
da superficie e permitindo a adsorcéo de outro material com carga distinta ao anterior.
A adsorcao de um novo material de carga distinta ao inicial ocorre com a compensacao
parcial de suas cargas, permitindo nova adsor¢ao, camada por camada, sendo regido
por ligacfes idnicas, podendo haver significativa contribuicdo de ligacdes covalentes,
ligacdes de hidrogénio, ligacbes de Van der Waals, dentre outras.
[010] Para o desenvolvimento desse dispositivo para fins de utilizagdo como implante
odontoldgico, foram utilizados o didéxido de titanio (TiOy), o poli-4-estireno sulfonato de
sédio (PSS) como substratos para as camadas e o complexo de ruténio com Nitrosil
(Terpy) como molécula funcionalizante. Um filme de LBL de PSS e TiO, foi crescido na
superficie do implante, dando origem a um dispositivo de ancoragem para a Rutherpy,
um complexo carregado positivamente, resultando na seguinte sequéncia de filmes
LBL: uma camada de PSS, uma camada de TiO; e por fim, uma camada de PSS,
considerando-se 0s possiveis sitios positivos presentes na estrutura deste farmaco.
Esta técnica foi inicialmente executada em discos de titanio, com texturizacao vinda de
fabrica e sobre esta superficie foi realizado o LBL com a Rutherpy, mas concentracdes
de 10uM e 100uM, para que 0s experimentos em culturas de células fossem
executados. Estes experimentos foram realizados utilizando se células mesenquimais
coletadas do fémur de ratos, que foram cultivados sobre os discos de titanio com as

diferentes superficies testadas, com o0 objetivo de selecionar a concentracdo de
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Rutherpy mais efetiva e segura que estimulasse a formacdo de nddulos de
mineralizacdo das células sem prejudicar o seu metabolismo e a sua viabilidade.

[011] Os resultados mais favoraveis, quando avaliados em conjunto, foram observados
com a concentracédo de 10uM de Rutherpy. Na sequéncia, foram realizados os testes in
vivo onde a concentracdo de 10uM de Rutherpy foi aplicada através da técnica de LBL
na superficie dos implantes de titdnio (dimensfes de 1.4mm de didmetro por 2.7 mm de
comprimento) e que foram instalados na maxila, imediatamente apds a exodontia do 10
molar superior em ratas sem comprometimento sistémico. Portanto, foram realizados
0S experimentos in vivo, utilizando o modelo experimental de ratas e que foram
submetidas a cirurgia de exodontia do 1° molar superior sendo, no mesmo tempo
cirdrgico, instalado o implante de titanio com superficie funcionalizada ou néo.

[012] Passados 28 dias da cirurgia de instalagcdo dos implantes, foi realizado o teste
biomecéanico (torque de remocao) onde um torquimetro digital foi acoplado a cabeca do
implante instalado na maxila de ratos e foi mensurada a for¢ca necessaria para remover
este implante. Estes experimentos mostraram que foi necessaria uma forca
significativamente maior para a remocéo dos implantes funcionalizados com Rutherpy
em comparacdo aos implantes de superficie convencional (Teste t ndo pareado,
p<0,05). Portanto, a superficie funcionalizada com Ruterpy 10uM mostrou uma melhora
significativa na resposta de osseointegracdo. Vale destacar a sua resposta bastante
favoravel nos testes em culturas o que ainda torna mais interessante a sua utilizacdo
como uma estratégia para a melhora da resposta reparacional apés a instalacdo dos
implantes.

[013] As Figuras 1A, 1B, 2, 3 e 4 apresentam graficos contendo os resultados
referentes aos experimentos de LBL.

[014] A Figura 1 contém os graficos referentes aos dados observados quanto aos
experimentos de culturas de células, onde a partir do ensaio de MTT aos 3, 7 e 14 dias,
em que foi avaliado o metabolismo das células mesenquimais em contato com discos
gue possuem superficies de implantes convencionais (Figura 1A) e neste mesmo
arquivo, a Figura 1B mostra o calculo em porcentagem, realizado a partir dos valores

de MTT que mostram a manutencdo da viabilidade celular durante os periodos
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avaliados e frente as superficies testadas. Estes resultados, avaliados conjuntamente
mostram que as superficies mantém a viabilidade celular. Os resultados séo referentes
ao MTT onde foi avaliado o metabolismo celular das células em contato com as
diferentes concentracdes da Rutherpy (tratamento), aos 3, 7 e 14 dias (tempo) apés o
plagueamento. Quando avaliada a interacdo entre os fatores Tratamento e Tempo, n&o
foi observada interacdo entre estes (p=0,5945) e observou-se diferenca
estatisticamente significativa na variavel tempo (p<0,0001). Pode-se observar que aos
7 dias, observa-se maior absorbancia em comparacdo aos demais periodos avaliados.
Os valores sao representativos da viabilidade celular, em porcentagem, calculada a
partir dos valores de absorbancia para as superficies convencional, Rutherpy 10uM,
Rutherpy 100uM. Valores acima de 70% sao indicativos de manutencdo da viabilidade
celular.

[015] A Figura 2 mostra o potencial que as superficies testadas tém para estimular a
formacao de nodulos de mineralizacédo pelas células em cultura e neste grafico observa
um potencial significativo da superficie Rutherpy 10uM em estimular a mineralizacao.
Os resultados referentes a formacéo de ndédulos de mineralizacdo aos 14 dias apés o
plaqueamento das células sobre as superficies funcionalizadas com a Rutherpy 10 uM
e 100 uM neste estudo. Observou-se que a superficie Rutherpy 10 apresenta-se com
maiores valores do que a superficie convencional e Rutherpy 100 (p<0,05), ou seja, a
superficie Terpy 10uM apresenta um maior estimulo para a formacdo de nédulos de
mineralizacdo pelas células em cultura.

[016] A Figura 3 mostra a genotoxicidade das células em cultura quando se mantiveram
em contato com as superficies, testadas aos 5 e 10 dias. Observou se que aos 5 dias,
ha uma reducéo significativa da quantidade de micronucleos,tanto para os 5 e 10 dias,
mostrando o0 seu baixo potencial de toxicidade as ceélulas. Estes valores baixos se
mantiveram aos 10 dias, mostrarndo que ambas as superficies tém baixo potencial de
toxicidade para as células em cultura. Os valores sdo representativos quanto ao
namero de micronucleos formados na presenca das superficies testadas: convencional,
Rutherpy 10 e 100uM. A partir da aplicagdo do teste ANOVA 2 fatores (tratamento x
tempo), observa-se que ha uma interacdo entre estes (p=0,0337) e observa-se

Peticaio 870210118781, de 21/12/2021, pag. 16/26



6/7

diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos avaliados (p=0,0456). Na
avaliacdo entre as superficies, observa-se que aos 5 dias, ha diferenca
estatisticamente significativa entre convencional e Rutherpy 10uM (p=0,0092) e
convencional e Rutherpy 100uM (p=0,0106). A presenca de micronudcleos representa
toxicidade para as células em cultura. Portanto, as superficies terpy mostraram com
baixa genotoxicidade.

[017] A Figura 4 mostra o experimento in vivo onde foi avaliado o torque de remocgé&o
apos a instalacdo de implantes com superficie convencional e com a superficie
Rutherpy 10uM, aos 28 dias pOs operatérios. Estes resultados mostram que ha um
aumento significativo do torque de remocdo para a superficie Rutherpy 10uM em
comparacao a superficie convencional, mostrando que esta superficie experimental
promove respostas mais favoraveis ao processo de reparo periimplantar, melhorando a
resposta de osseointegracdo. Os valores médios do torque de remoc¢do aos 28 dias
apos a instalacdo de implantes convencionais em comparacdo aos implantes
funcionalizados com Rutherpy 10uM, em animais Controle. Foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre a superficie TPY e Convencional (teste t, ndo
pareado, p<0,05), onde a superficie Terpy mostrou o melhor resultado.

PROBLEMA A SER RESOLVIDO
[018] A melhora do processo de osseointegracdo inclusive considerando-se a
possibilidade de aceleracdo desta resposta em funcdo do estimulo vasodilatador
promovido pela liberagcdo de oOxido nitrico pelo efeito da Rutherpy incorporada a
superficie do implante.
DIFERENCIAL DA INVENCAO

[019] O diferencial da tecnologia proposta é a possibilidade de se desenvolver
superficies de implantes mais especificas para o leito receptor dos pacientes. Um
planejamento individualizado das cirurgias de instalacédo de implantes sera de grande
valia para que se possa obter respostas mais favoraveis quanto a osseointegracao e
otimizando o periodo entre cirurgia de instalagdo de implantes e procedimentos

reabilitadores.
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ANALISE COMPARATIVA E VIABILIZAC}AO
[020] A atual proposta € inovadora, pois busca incorporar o farmaco doador de 6xido
nitrico a superficie do implante, funcionalizando este dispositivo que € instalado no
tecido 0sseo. A idéia é acelerar as respostas celulares de forma que o processo de
osseointegracdo seja alcancado mais rapidamente sem prejudicar a qualidade do
tecido Gsseo.
[021] A intencdo € de que esta tecnologia, uma vez que tenha a comprovacao da sua
seguranca e eficacia, seja disponibilizada para que os implantes com esta superficie
ativada por vasodilatador local seja comercializada e disponibilizada para a populagéo.
O intuito é favorecer e acelerar o processo de osseointegracdo, melhorando a
qualidade e quantidade do tecido 6sseo, principalmente frente a condicdes fisioldgicas
gue podem ser encontradas na populacao, no caso, condicdes sistémicas alteradas ou
até mesmo a senescéncia.
[022] Atualmente o mercado tem-se voltado para a utilizacdo de superficies
biologicamente ativadas como a superficie acqua da neodent, a superficie SLA active
da Strauman. No entanto, consideramos que o diferencial da nossa superficie consiste
na incorporagdo de uma molécula que atua localmente, ativando respostas celulares no
sitio reparacional. Esta resposta celular consiste na melhorar do fluxo sanguineo local,
aspecto que sabidamente favorece as respostas reparacionais. O dispositivo proposto
apresenta um grande potencial para melhorar a resposta de osseointegracao.

INOVACAO SOCIAL

[023] A realizacdo desta tecnologia, melhorando a bioatividade da superficie do
implante é importante para que procedimentos reabilitadores na cavidade oral, como a
instalacdo de implantes osseointegraveis seja acessivel a maior parte dos pacientes.
Muitos destes apresentam algum tipo de contra-indicacdo ou um planejamento
cirdrgico com um grau de complexidade maior, justamente pela pior qualidade do leito
0sseo receptor. Esta tecnologia permitira que melhores respostas celulares do tecido
0sseo0 sejam obtidas, durante a osseintegracdo, permitindo que esta técnica

reabilitadora seja acessivel a maior parte dos pacientes.
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REIVINDICACAO
1. FUNCIONALIZAC}AO DA SUPERFICIE DE IMPLANTES COM MOLECULA
DOADORA DE OXIDO NiTRICO ATRAVES DA TECNICA LAYER BY LAYER COMO
ESTRATEGIA PARA A MELHORA DO PROCESSO DE REPARO PERIIMPLANTAR
EM RATAS, a dita funcionalizacdo caracterizada por funcionalizar a superficie dos
implantes com um farmaco doador de Oxido nitrico através da técnica Layer by Layer
(LBL), utilizando o diéxido de titanio (TiO;), o poli-4-estireno sulfonato de sodio (PSS)
como substratos para as camadas e o complexo de ruténio com Nitrosil (Rutherpy)
como molécula funcionalizante; em que um filme de LBL de PSS e TiO; foi crescido na
superficie do implante, dando origem a um dispositivo de ancoragem para a Rutherpy,
um complexo carregado positivamente, resultando na seguinte sequéncia de filmes
LBL: uma camada de PSS, uma camada de TiO, e por fim, uma camada de PSS,
considerando-se 0s possiveis sitios positivos presentes na estrutura deste farmaco; em
que foi inicialmente executada em discos de titanio, com texturizacdo vinda de fabrica e
sobre esta superficie foi realizada o LBL com a Rutherpy, mas concentracdes de 10uM
e 100uM, para que os experimentos em culturas de células fossem executados; em
que os experimentos foram realizados utilizando-se células mesenquimais coletadas do
fémur de ratos, que foram cultivados sobre os discos de titanio com as diferentes
superficies testadas, com o objetivo de selecionar a concentracdo de Rutherpy mais
efetiva e segura que estimulasse a formacao de nddulos de mineralizacdo das células
sem prejudicar o seu metabolismo e a sua viabilidade; em que na sequéncia, foram
realizados os testes in vivo onde a concentracdo de 10uM de Rutherpy sendo aplicada
pela técnica de LBL na superficie de implantes de titanio, com as dimensoées de 1.4 mm
de didametro por 2.7 mm de comprimento e que foram instalados na maxila, regido de
molares de ratas sem comprometimento sistémico; em que foram realizados os
experimentos in vivo, utilizando o modelo experimental de ratas e que foram
submetidas a cirurgia de exodontia do 1° molar superior sendo, no mesmo tempo
cirdrgico, instalado o implante de titanio com superficie funcionalizada ou ndo; em que
passados 28 dias da cirurgia de instalacdo dos implantes, foi realizado o teste
biomecanico (torque de remoc¢&o) onde um torquimetro digital foi acoplado a cabeca do
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implante instalado na maxila de ratos e foi mensurada a for¢ca necessaria para remover

este implante.
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RESUMO

FUNCIONALIZAC}AO DA SUPERFICIE DE IMPLANTES COM MOLECULA
DOADORA DE OXIDO NiTRICO ATRAVES DA TECNICA LAYER BY LAYER COMO
ESTRATEGIA PARA A MELHORA DO PROCESSO DE REPARO PERIIMPLANTAR
EM RATAS

A tecnologia proposta consiste em funcionalizar a superficie de dispositivos utilizados
para procedimentos reabilitadores em odontologia (implantes osseointegraveis),
utilizando uma molécula que atua como doadora de 6xido nitrico, um vasodilatador que
possui efeito local, melhorando o fluxo sanguineo e consequentemente atuando de
forma favoravel ao processo de reparo periimplantar. A molécula bioativa proposta
neste estudo consiste na Rutherpy, uma substancia desenvolvida na Faculdade de
Farmacia de Ciéncias Farmacéuticas da USP/Ribeirdo Preto e que tem a sua acao
vasodilatadora comprovada cientificamente. O processo de funcionalizacdo da
superficie dos implantes é realizado a partir da técnica de layer by layer, onde a partir
da interposicdo de camadas com diferentes cargas elétricas, cria-se um substrato para
gue a molécula funcionalizadora (no caso, o doador de 6xido nitrico) esteja localizado
externamente a superficie do implante. A ideia implicita nesta tecnologia consiste na
acdo da Rutherpy como vasodilatador local, promovendo uma melhora no fluxo
sanguineo que tera um efeito favoravel sobre o processo de reparo 6sseo, contribuindo
para gue os eventos celulares e teciduais sejam favorecidos e consequentemente haja
uma melhora na qualidade do tecido 6sseo que atuara como leito receptor para
procedimentos reabilitadores que serdo realizados na sequéncia.
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