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DUARTE, N. D. Avaliagao do reparo 6sseo apos a utilizacao de substitutos
6sseos funcionalizados por genisteina no preenchimento de defeitos peri-
implantares: estudo pré-clinico em ratas ovariectomizadas. 2024. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2024.

RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar o desempenho da biomolécula genisteina
incorporada ao Biogran®, Bio-Oss® e Cerabone®, através da técnica de sonoquimica
no defeito 6sseo peri-implantar em tibia de ratas ovariectomizadas. 70 ratas foram
divididas nos seguintes grupos: ‘CLOT’ — controle negativo; ‘BGN’ — defeito 6sseo peri-
implantar preenchido com Biogran® in natura; ‘BG+GEN’ — defeito 6sseo peri-
implantar preenchido com Biogran® funcionalizado com genisteina através da
sonoquimica; ‘BON’ — defeito 6sseo peri-implantar preenchido com Bio-Oss® in natura;
‘BO+GEN’ — defeito d0sseo peri-implantar preenchido com Bio-Oss® funcionalizado
com genisteina através da sonoquimica; ‘CERN’ — defeito 6sseo peri-implantar
preenchido com Cerabone® in natura; ‘CER+GEN’ — defeito dsseo peri-implantar
preenchido com Cerabone® funcionalizado com genisteina através da sonoquimica. A
eutanasia ocorreu 28 dias apos a cirurgia de instalagdo dos implantes. O torque
reverso foi realizado para avaliar o valor maximo alcangado na remogao do implante
do leito 6sseo. Enquanto a analise microtomografica avaliou a microarquitetura do
tecido 6sseo peri-implantar. Através do torque reverso de remocgao, foi observado uma
melhora no processo de reparo 60sseo nos grupos BG+GEN e BO+GEN, em
contrapartida, o grupo CER+GEN n&o mostrou diferengca estatistica quando
comparado ao Cerabone® in natura. As respostas referentes a microarquitetura 6ssea
provenientes do Micro-CT demonstraram que a funcionalizagdo com genisteina do
Biogran® e Bio-Oss® proporcionou melhorias morfométricas significativas. A
genisteina associada ao Biogran® e Bio-Oss® em ratas com deficiéncia de estrogeno
otimizou o processo de reparo 0sseo peri-implantar. Entretanto, o genisteina

incorporada ao Cerabone® nao obteve beneficios.

Palavras-chave: Biomaterial. Genisteina. Estrégeno. Osseointegracéo.
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DUARTE, N. D. Evaluation of bone repair after using bone substitutes
functionalized by genistein to fill peri-implant bone defects: preclinical study in
ovariectomized rats. 2024. Master’'s Degree (Dissertation) — Dental School, S&o
Paulo State University, Aragatuba, 2024.

ABSTRACT

This study aims to evaluate the performance of the genistein biomolecule incorporated
into Biogran®, Bio-Oss® and Cerabone®, through the sonochemical technique in peri-
implant bone defect in the tibia of ovariectomized rats. 70 rats were divided into the
following groups: ‘CLOT’ — negative control; ‘BGN’ — peri-implant bone defect filled with
Biogran® in natura; ‘BG+GEN’' — peri-implant bone defect filled with Biogran®
functionalized with genistein through sonochemistry; ‘BON’ — peri-implant bone defect
filled with Bio-Oss® in natura; ‘BO+GEN’ — peri-implant bone defect filled with Bio-Oss®
functionalized with genistein through sonochemistry; ‘CERN’ — peri-implant bone
defect filled with Cerabone® in natura; ‘CER+GEN’ — peri-implant bone defect filled
with Cerabone® functionalized with genistein through sonochemistry. Euthanasia
occurred 28 days after the implant installation surgery. Reverse torque was performed
to evaluate the maximum value achieved when removing the implant from the bone.
While microtomographic analysis evaluated the microarchitecture of the peri-implant
bone tissue. Through the reverse removal torque, an improvement in the bone repair
process was observed in the BG+GEN and BO+GEN groups, on the other hand, the
CER+GEN group showed no statistical difference when compared to Cerabone® in
natura. About the bone microarchitecture responses from Micro-CT demonstrated that
the functionalization with genistein of Biogran® and Bio-Oss® provided significant
morphometric improvements. Genistein associated with Biogran® and Bio-Oss® in
estrogen-deficient rats optimized the peri-implant bone repair process. However, the
genistein incorporated into Cerabone® did not provide benefits.

Keywords: Biomaterial. Genistein. Estrogen. Osseointegration.
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1 INTRODUGAO

Em 1969, Branemark e colaboradores foram pioneiros ao relatar o fenébmeno
da formacgao éssea diretamente em contato com a superficie de um implante de titanio.
Esse processo foi denominado osseointegragdo, sendo uma conexao direta, em
magnitude microscdpica, entre o 0sso vital organizado e a superficie de um implante

submetido a carga funcional’-2.

A Reabilitagédo Oral atingiu uma alta previsibilidade em seus tratamentos desde
a descoberta da osseointegracdo. O reestabelecimento da estética e funcdo da
cavidade oral com implantes osseointegraveis € um método moderno de tratamento
para pacientes edéntulos parciais ou totais®. Para o sucesso da osseointegragéo, é
necessario a biocompatibilidade do material, macrogeometria e microgeometria do
implante, protocolo cirurgico controlado, quantidade e qualidade 6ssea favoravel, além

da aplicagédo adequada da carga mastigatéria®.

Na clinica odontolégica, comumente pacientes que apresentam
comprometimento sisttmico buscam a reabilitagdo oral com implantes
osseointegraveis, porém, podem n&o apresentar quantidade 6ssea favoravel, sendo
um desafio para o cirurgido-dentista no momento da instalagdo de implantes, devido
as areas de atrofia 6ssea presentes na cavidade oral®. Portanto, os substitutos 6sseos
sdo uma excelente alternativa para o tratamento da reconstrugcéo do rebordo atréfico,
além de ser uma terapia complementar durante o trans operatorio para o
preenchimento de defeitos 6sseos peri-implantares, o que possibilita um volume
0sseo adequado para a terapia com implantes osseointegraveis e, contribui para o

sucesso clinico®.

O desenvolvimento tecnolégico dos substitutos ésseos esta associado ao
avango dos estudos acerca da biologia do metabolismo ésseo, assim, & possivel
influenciar seletivamente a qualidade e quantidade da formacédo do tecido 6sseo.
Desse modo, é importante o conhecimento a respeito do potencial biolégico de cada

material para correta indicag&o clinica.

Quanto a origem, os substitutos 6sseos sao classificados em: autégeno ou
autélogo, homogeno ou homdlogo, heterégeno ou xendgeno, sintético ou
aloplastico”8. E importante o conhecimento a respeito das propriedades bioldgicas e,

todos os biomateriais, independente da classificacdo quanto a origem, sao
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biocompativeis e osteocondutores. Essas caracteristicas referem-se a
compatibilidade com tecidos vivos, por n&o haver toxicidade. A propriedade
osteocondutora permite a aposicdo de osteoblastos em sua superficie e para isso,
requer a presenca de tecido O&sseo pré-existente como fonte de células
osteoprogenitoras®.

Entre as opgdes de materiais aloplasticos, o Biogran® (Zimmer Biomet 3i, Palm
Beach Gardens, FL, USA), € composto por vidro bioativo sintético e ndo possui
potencial imunogénico. E um biomaterial osteocondutor, estimula a producdo de
células osteogénicas para formagao 6ssea, atua como centros de calcificagdo para a
reparacao 6ssea, possui facil manipulagao e proporciona excelente hemostasia. Além
disso, a utilizacdo de um biomaterial aloplastico pode ser enxertado em defeitos
0sseos para promover a osseointegracdo de implantes e a preservagéo da altura do

osso alveolar'0-13,

Biomateriais heterégenos, como o Bio-Oss® (Geistilich Biomaterials, Wolhusen,
Switzerland) é caracterizado por ser um enxerto 6sseo anorgénico, de origem bovina
australiana, que, segundo as diretrizes da Unido Europeia € seguro em relagédo a
Encefalite Espongiforme Bovina — BSE. Seus granulos possuem morfologia 6ssea
semelhante ao osso humano e, os macroporos favorecem a vascularizagao, além de
otimizar a quimiotaxia e permitir a aposicdo de osteoblastos. Devido a essas
caracteristicas, o Bio-Oss® ¢ considerado “gold standard” nos procedimentos de

reconstrugdes dsseas'18,

Também bastante utilizado no cotidiano clinico, o Cerabone® (Straumann,
Basel, Switzerland) é outro exemplo de biomaterial heterégeno indicado para
preservacdo do rebordo alveolar. E produzido através do osso trabecular bovino,
ocorre uma remogao térmica do componente organico 0sseo, preservando uma matriz

extracelular residual composta apenas por hidroxiapatita de calcio'®-22.

Contudo, um substituto 6sseo com propriedades ideais ainda persiste como um
desafio na Implantodontia, principalmente quando utilizado em pacientes com
comprometimento sistémico, o que torna o planejamento cirurgico mais complexo e o
prognostico menos favoravel. Sendo necessario a funcionalizagdo dos biomateriais
com biomoléculas para melhorar as propriedades biologicas dos substitutos 6sseos e

otimizar os resultados clinicos®23,
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No tecido 6sseo, as células da linhagem de osteoblastos sdo grupos que
incluem células mesenquimais, pré-osteoblastos, osteoblastos maduros, células de
revestimento 6sseo e ostedcitos. Os osteoblastos sdo responsaveis pela formacgao
O0ssea e sdo essenciais na manutencido da homeostase 6ssea, que é controlada por

uma série de horménios?4:25,

A presenca de receptores estrogénicos em osteoblastos foi descrita por Eriksen
e colaboradores em 1988, que detectaram a presenca de RNA mensageiro (RNAm)
estrogénico em osteoblastos, ou seja, receptores de estrogeno (ERa) nessas células.

Os niveis adequados de estrégeno, horménio esteroide sintetizado pelos
ovarios, € fundamental para o processo de formacédo 6ssea e manutengcdo de massa
Ossea?-28, Existem evidéncias de que a diminuigdo ou auséncia de estrogeno leva a
progressiva redugdo da massa o0ssea. Nessa condi¢cdo, observa-se a instalagdo da
osteopenia na qual pode progredir para osteoporose, condigdo severa que
compromete a qualidade e a quantidade 6ssea®.

A osteoporose tem alta prevaléncia na populagdo mundial, acomete em sua
maioria mulheres na menopausa, frente a redugdo da sintese de estrogeno. Esse
comprometimento sistémico esta relacionado ao metabolismo 6sseo, devido ao
aumento da resposta de reabsorcao dssea. Por esse motivo, essa condi¢do pode ser
um limitante na reabilitacdo oral com implantes, devido a possibilidade desses
pacientes apresentarem defeitos ésseos peri-implantares, denominados ‘gaps’, sendo
necessario a utilizacdo de enxertos 0sseos para auxiliar o travamento inicial do

implante?9-31,

A genisteina (C15H100s5) € um fitoestrogeno e isoflavona, origina-se da soja e
seus derivados, cerca de 60% das isoflavonas sao genisteina. A genisteina foi isolada
pela primeira vez em 1899 e, pertence a familia Fabaceae Genista tinctoria L3233, A
genisteina possui diferentes atividades biologicas, atua como antioxidante e anti-
inflamatorio, além de ser usada na prevencéo e tratamento coadjuvante de diversas

patologias como, psoriase, cancer, diabetes e osteoporose34-3¢.

A genisteina possui semelhanga estrutural comparada ao estrogeno por ser
uma isoflavona, por isso, mimetiza o estrogeno natural produzido pelos ovarios. Esse
fitoestrogeno atua nos receptores de estrogeno (ERs a e (), através do mecanismo

gendmico classico®’. A genisteina atua na ativagdo e maturagdo de osteoblastos
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através da regulagao de ERa relacionadas a expressao génica mitocondrial que gera

grande potencial na prevencgao e tratamento da osteoporoses?.

Um estudo publicado por Luo e colaboradores em 2022, evidenciou que a
genisteina possui efeito antibacteriano na resposta celular in vitro, enquanto possui
atividade osteogénica que favorece a osseointegragdo observada no modelo in vivo.
A genisteina favorece a formagdo éssea por melhorar a expressdo de genes
osteogénicos relacionados a osteoblastos enquanto inibem a diferenciagao celular em

osteoclastos®.

Além dos efeitos da genisteina no tecido 6sseo, estudos tém explorado o
potencial terapéutico da genisteina na terapia de reposicdo hormonal e, mostraram
que a dosagem de 54 mg de genisteina oral diaria reduziram os sintomas da
menopausa, ademais, a capacidade desse fitoestrégeno de aumentar a precipitagcéao

de matriz extracelular e melhorar a vasodilatagéo arterial?®32.33:40.41,

A utilizagao sistémica da genisteina ja foi descrita na literatura em estudos in
vivo, além de ter sido testada no reparo 6sseo alveolar e no reparo peri-implantar em
ratas ovariectomizadas, por nossa equipe do Laboratério para Estudos de Tecidos
Mineralizados (LSMT) da FOA/UNESP. A terapia com genisteina foi testada
sistemicamente em nosso laboratorio, as ratas ovariectomizadas foram submetidas
ao tratamento com genisteina via gavagem oral durante 120 dias, na posologia
5mg/kg/dia*?. Os resultados positivos desse estudo relacionados a melhora quanto a
atividade das proteinas da matriz extracelular e as respostas de biomineralizagao,
levaram o nosso grupo a testar o efeito local da genisteina, incorporado a superficie
de implantes osseointegraveis, gerando patente por privilégio de inovagdo (numero
do registro: BR1020210191341), financiado pela FAPESP, esse estudo concluiu que
a concentracdo de 100 uM de genisteina para funcionalizagdo dos implantes manteve
a viabilidade celular sem causar toxicidade em testes realizados in vitro, além de

apresentar resultados favoraveis quanto ao reparo 6sseo na interface osso/implante®3.

Em fungcédo do excelente desempenho local da genisteina, este estudo tem o
intuito de avaliar a genisteina topica, incrementada a biomateriais (Biogran®, Bio-Oss®
e Cerabone®) através da sonoquimica, em defeitos peri-implantares, para ser

estudado seus beneficios locais.



33

A escolha do uso da técnica da sonoquimica, deve-se ao fato que, quando
comparada a outras técnicas de mistura e homogeneizacdo de materiais, é
sustentavel**. A sonoquimica permite a redugédo a escala nanométrica de materiais
sélidos, bem como sua homogeneizagao por meio de ultrassom, o que viabiliza uma
variedade de materiais nanoestruturados por meio de ondas ultrassénicas em meio
liquido, o que causa transformacdes fisico-quimicas através de interagdes entre a

radiagdo e o biomaterial*®.

Os nanomateriais possuem importantes propriedades que contribuem para o
desempenho de biomateriais na Implantodontia. Nanoparticulas tém a capacidade de
aumentar a reatividade do material devido suas caracteristicas fisico-quimicas, além

de possuir propriedades opticas, elétricas, magnéticas e eletroquimicas*4.

Para a otimizag&o do processo de sonicagao, alguns parametros sao relevantes
como frequéncia, poténcia e tempo de sonicagdo. Desse modo, se for seguido o
protocolo estabelecido, o biomaterial sonicado € obtido com as propriedades
desejadas*448.

Todos os estudos sonoquimicos relatados na literatura foram realizados na
frequéncia de 20 kHz***". A poténcia de sonicagéo ¢ importante para determinar o
formato e tamanho das nanoparticulas. Por isso, a poténcia de sonicacdo deve ser
usado em niveis adequados*’“8. O tempo de sonicagdo afeta o tamanho das
particulas, a sonicacdo de longa duragdo, por mais de 6 horas, resulta em
nanoparticulas heterogéneas*®. Sendo assim, o estudo de Gomes-Ferreira e
colaboradores®? testou diferentes tempos para sonicagdo do Biogran® e, foi observado
que o tempo de sonicagao por 15 minutos apresentou melhor desempenho devido as
propriedades celulares observadas no biomaterial sonicado.

Portanto, a técnica da sonoquimica € um método viavel e eficiente na
incorporacao de biomoléculas para funcionalizacdo de biomateriais, o que contribui
para o desenvolvimento de novos biomateriais para utilizacdo em pacientes que

apresentem comprometimento sistémico, como a osteopenia/osteoporose.

O modelo de ratas ovariectomizadas traz um desafio a mais para os
biomateriais a serem testados neste estudo, além da possibilidade de avaliar a
interacdo da genisteina local no sitio reparacional onde a deficiéncia de estrogeno

estara em vigéncia. Um estudo experimental in vivo em ratas ovariectomizadas
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evidenciou que a osteopenia/osteoporose, devido a deficiéncia de estrogeno, possui
influéncia no metabolismo 6Osseo peri-implantar. Portanto, o comprometimento
sistémico dificulta o travamento inicial do implante na cortical 6ssea superior e

exacerba a reabsorgdo 6ssea que supera a formacéo ossea®C.

Vale destacar que nosso grupo tem desenvolvido diversos estudos testando
diferentes biomateriais submetidos a técnica sonoquimica e o seu efeito
individualizado no preenchimento de defeitos 6sseos®0-%3. Por esse motivo, para o
presente estudo, o nosso enfoque sera no desempenho da biomolécula genisteina
que sera agregada aos diferentes biomateriais testados sobre o reparo peri-implantar,
na presenca de animais com tecido 6sseo comprometido, o que constituira um desafio

a mais para as diferentes combinacdes de biomateriais a serem avaliadas.



66

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que a genisteina
associada ao Biogran® e ao Bio-Oss® em ratas com deficiéncia de estrégeno otimizou
0 processo de reparo 0sseo peri-implantar. Entretanto, a genisteina incorporada ao
Cerabone® nZo obteve beneficios. No entanto, mais analises desses grupos devem
ser feitas para verificar mais beneficios da genisteina para osseointegragéo.
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