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Batista FRS. Caracterização do tecido ósseo peri-implantar frente ao uso do óxido nítrico para 

funcionalização da superfície de implantes instalados na maxila de ratas induzidas a 

deficiência de estrógeno e síndrome metabólica tratadas com risedronato de sódio [tese]. 

Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2021. 

RESUMO 

Objetivo: caracterizar o processo de reparo ósseo peri-implantar em maxilas de ratas 

ovariectomizadas com síndrome metabólica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com 

risedronato e instalação de implantes funcionalizados com [Ru(terpy)(bdq)NO]
3+

 (TERPY). 

Materiais e métodos: os testes in vitro realizados na Fase 1 avaliou as propriedades biológicas 

e físico-químicas da melhor concentração da TERPY frente às respostas osteogênicas, para a 

funcionalização dos implantes pela técnica de LbL. A realização de experimentos in vivo na 

Fase 2 avaliou o efeito da superfície funcionalizada durante o reparo ósseo peri-implantar. 

Para isso, 48 ratas Wistar foram divididas em: SHAM CONV (n=8), OVX SM CONV (n=8), 

OVX SM RIS CONV (n=8), SHAM TERPY (n=8), OVX SM TERPY (n=8) e OVX SM RIS 

TERPY (n=8). Em t=0, as ratas foram submetidas à cirurgia fictícia (SHAM) e à cirurgia de 

ovariectomia bilateral (OVX); após a recuperação da cirurgia, os animais receberam a dieta de 

cafeteria (SM). Passados 30 dias (t=30), o tratamento medicamentoso com risedronato de 

sódio (0,7 mg/kg/semana) (RIS) ou solução salina (0,3 ml), via gavagem, foi iniciado e 

realizado até o momento da eutanásia. Sessenta dias após o início do tratamento 

medicamentoso (t=90), a cirurgia de exodontia do primeiro molar superior foi realizada junto 

à instalação imediata dos implantes de forma bilateral (CONV ou TERPY). Quatorze dias 

após a cirurgia de instalação dos implantes (t=104), todos os grupos experimentais receberam 

a injeção intramuscular do fluorocromo calceína (20 mg/kg) e após 10 dias (t=114), do 

fluorocromo vermelho de alizarina (25 mg/kg). Aos 28 dias pós-operatórios (dia da eutanásia, 

t=118), os animais foram anestesiados e, nas maxilas do lado direito, os implantes foram 

submetidos ao torque reverso e imediatamente após a remoção dos implantes, foi realizada a 

coleta do tecido ósseo para análise de PCR tempo real para avaliação da expressão relativa de 

ALP, iBSP, OCN, OPG, RANKL, TRAP e VEGF, seguido da eutanásia dos animais; as 

maxilas do lado esquerdo foram coletadas para a análise de Micro-CT (BV/TV, Tb.Th, Tb.N, 

Tb.Sp e i.S) e, após o escaneamento, as mesmas passaram pelo processamento para análise da 

dinâmica óssea por fluorocromos (MAR e ELCOI). Os dados foram submetidos à análise 

estatística, com o nível de significância de 5% (p<0,05). Resultados: Fase 1: poucas 

diferenças foram observadas entre as duas concentrações avaliadas e assim, a menor 



 

 

concentração do fármaco foi selecionada (10µM). Fase 2: os implantes funcionalizados com a 

TERPY apresentaram os maiores valores absolutos de torque de remoção para todos os 

grupos e com diferença estatística para OVX SM TERPY (p=0,0402). A associação sistêmica 

entre o risedronato e a TERPY em ratas ovariectomizadas (OVX SM RIS TERPY) 

demonstrou expressão aumentada para iBSP e equilíbrio entre OPG e RANKL, corroborando 

com os dados obtidos para MAR (p=0,0052) e com os parâmetros de BV/TV, Tb.Th e i.S da 

análise microtomográfica para esse mesmo grupo. Conclusão: o desempenho clínico dos 

implantes funcionalizados com TERPY foi favorável, e, quando associado à administração 

sistêmica de risedronato de sódio, os resultados se tornam mais promissores. 

Palavras-chave: Osteoporose. Osteonecrose por bifosfonatos. Interface osso-implante. 

Osseointegração. Óxido nítrico. 

  



 

 

Batista FRS. Characterization of peri-implant bone tissue against the use of nitric oxide for 

surface functionalization of implants installed in the maxilla of rats induced to estrogen 

deficiency and metabolic syndrome treated with risedronate sodium [tese]. Araçatuba: 

College of Dentistry - State University Paulista; 2021. 

ABSTRACT 

Objective: characterize the peri-implant bone tissue repair process in maxilla of 

ovariectomized rats with metabolic syndrome induced by cafeteria diet, treated with 

risedronate and through placement the implants functionalized with [Ru(terpy)(bdq)NO]3+ 

(TERY). Materials and methods: in vitro tests performed in Phase 1 evaluated the biological 

and physicochemical properties of the better concentration of TERPY against osteogenic 

responses, for the functionalization of implants using the LbL technique. In vivo experiments 

in Phase 2 evaluated the effect of functionalized surface during peri-implant bone repair. For 

this, 48 female rats were divided:  SHAM CONV (n=8), OVX SM CONV (n=8), OVX SM 

RIS CONV (n=8), SHAM TERPY (n=8), OVX SM TERPY (n=8) and OVX SM RIS TERPY 

(n=8). At t=0, the rats underwent unreal surgery (SHAM) and bilateral ovariectomy surgery 

(OVX); after recovery from surgery, animals received cafeteria diet (SM). After 30 days 

(t=30), drug treatment with risedronate sodium (0.7 mg/kg/week) (RIS) or saline solution (0.3 

ml), via gavage, was started and sustained out until the time of euthanasia. Sixty days after the 

start of drug treatment (t=90), the maxillary first molar extraction surgery was performed 

followed by the immediate installation of the implants bilaterally (CONV or TERPY). 

Fourteen days after implant placement surgery (t=104), all experimental groups received 

intramuscular injection of the fluorochrome calcein (20 mg/kg) and after 10 days (t=114), the 

red fluorochrome alizarin (25 mg/kg). After 28 postoperative days (day of euthanasia, t=118), 

the animals were anesthetized and, in the maxillary on the right side, the implants were 

subjected to reverse torque and immediately after removal of the implants, bone tissue was 

collected for real-time PCR analysis to measure the relative expression of ALP, iBSP, OCN, 

OPG, RANKL, TRAP e VEGF, followed by euthanasia of animals; the left side maxillary 

were collected for Micro-CT analysis (BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e i.S) and, after scanning, 

they underwent processing for analysis of bone dynamics by fluorochromes (MAR and 

ELCOI). Data values were subjected to statistical analysis, with a significance level of 5% 

(p<0.05). Results: Phase 1: few differences were observed between the two concentrations 

evaluated and thus, the lowest drug concentration was selected (10µM). Phase 2: the implants 

functionalized with TERPY presented the highest absolute values of removal torque for all 



 

 

groups and with statistical difference for OVX SM TERPY (p=0.0402). The systemic 

association between risedronate and TERPY in ovariectomized rats (OVX SM RIS TERPY) 

showed increased expression for iBSP and balance between OPG and RANKL, corroborating 

the data obtained for MAR (p=0.0052) and with the parameters BV/TV, Tb.Th and i.S of the 

microtomographic analysis for this same group. Conclusion: the clinical performance of 

implants functionalized with TERPY was favorable, and when associated with the systemic 

administration of risedronate sodium, the results become more promising. 

Keywords: Osteoporosis. Bisphosphonate osteonecrosis. Bone-implant interface. 

Osseointegration. Nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O aumento do risco de alterações patológicas provocadas pela senilidade é 

intensificado pela perda da homeostasia do organismo em função das complexas 

transformações nos eixos hormonais reguladores do metabolismo, como a diminuição da 

secreção hormonal e perda de sensibilidade dos tecidos a estes [1-3].  

O estrogênio desempenha influência sobre o turnover ósseo a partir da regulação 

direta sobre a proliferação de osteoblastos e inibição de osteoclastos [4,5]. No período pós-

menopausa, o declínio dos níveis desse hormônio leva à deformação dessa dinâmica a partir 

do aumento da atividade osteoclástica, excedendo os níveis normais de reabsorção e como 

consequência, a acelerada perda de massa óssea e aumento do risco de fraturas [4-9]. Ainda, a 

deficiência de estrógenos pode levar à disfunção das células ß-pancreáticas, resistência à 

insulina, excesso de gordura no fígado, aterosclerose, aumento do colesterol total e da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), intensificando assim alterações patológicas já 

oriundas da senilidade, como as doenças cardiovasculares, o risco de obesidade, ao 

desenvolvimento de diabetes tipo 2 e da síndrome metabólica [1,10,11].  

A síndrome metabólica engloba diferentes tipos de anormalidades associadas como a 

hipertensão, altos níveis de triacilgliceróis, baixos níveis de HDL, resistência à insulina, 

disfunções no metabolismo da glicose e estado pró-inflamatório [10,12], sendo a obesidade 

considerada uma das principais razões para o seu desenvolvimento [13,14]. Essa combinação 

de fatores compõe uma série de efeitos independentes sobre o metabolismo ósseo e que pode 

estar relacionada ao desenvolvimento da osteoporose em mulheres na pós-menopausa, uma 

vez que a privação de estrogênio também aumenta a probabilidade de desenvolvimento dessa 

disfunção a partir do aumento da gordura visceral, ganho de peso e resistência à insulina [15].  

O padrão ouro para o tratamento da osteoporose é realizado a partir da administração 

de bifosfonatos, sendo o alendronato e o risedronato de sódio os antirreabsortivos orais de 

primeira escolha [16] em razão da meia vida longa e capacidade de permanência em seus 

respectivos sítios de ligação pelo período de meses a anos [17]. O risedronato é um composto 

piridilo da terceira geração [18] que contém nitrogênio em sua estrutura química, 

enquadrando-se como um bifosfonato nitrogenado, apresentando maior potência clínica e 

melhor afinidade de ligação ao tecido ósseo [19], ainda que a literatura sustente redução da 

formação de vasos sanguíneos em resposta ao ácido zoledrônico, demonstrando que além da 

atividade antirreabsortiva, os bifosfonatos nitrogenados possuem propriedades 

antiangiogênicas [20]. Dado que a osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos é 
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a complicação frequentemente associada ao uso dos bifosfonatos, classicamente considerada 

como uma necrose avascular por uma interrupção no fornecimento sanguíneo, a inibição da 

angiogênese é uma hipótese principal na fisiopatologia dessa complicação [21], além da 

supressão da remodelação óssea por inibição de osteoclastos acompanhada de esclerose óssea, 

isquemia, microtrauma constante e efeitos citotóxicos celulares [19,21].  

Muitos mediadores químicos estão envolvidos no processo de reparo e cura de feridas 

a partir da inflamação, formação de tecido e remodelação. O mesmo transcorre durante o 

processo do reparo ósseo peri-implantar a partir do turnover ósseo, que também requer o 

envolvimento de mediadores solúveis, matriz extracelular e de células sanguíneas e 

parenquimatosas [22]. O óxido nítrico (NO) é uma molécula de sinalização produzida em 

resposta a diferentes estímulos, que atua como um mediador primário no aumento da massa 

óssea através da estimulação mecânica, inibindo a osteoclasia [23] e ainda, estudos in vitro 

apontam que o NO parece desempenhar um papel regulador autócrino e parácrino no 

metabolismo ósseo, a partir da modulação da atividade de osteoblastos, aumentando a 

proliferação osteoblástica e a síntese de osteocalcina, favorecendo a formação inicial da 

matriz  mineral óssea [24,25]. 

O agente [Ru (terpy) (bdq) NO] 
3+ 

(TERPY) é um complexo de rutênio doador de 

óxido nítrico que aumenta a produção desse mediador pelas células endoteliais [26,27]. 

Estudos afirmam que o aporte sanguíneo é um fator crítico para a cura de fraturas e, 

considerando o papel do NO na angiogênese e na vasodilatação, esses dados fundamentam a 

influência desse mediador durante a cicatrização óssea através da inibição da apoptose de 

células endoteliais e por ação direta na produção do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) [22]. Ademais, dados pré-clínicos contribuem quanto ao papel do NO na biologia 

óssea e sugerem que substâncias doadoras de NO podem prevenir a perda óssea em mulheres 

pós-menopáusicas [28], além dos estudos pilotos em humanos que apoiam o conceito do uso 

desses doadores para prevenir a perda óssea, assim como a administração de NO exógeno 

[24].   

Em vista da grande demanda pela classe idosa em busca de tratamentos reabilitadores 

e estéticos a partir de implantes dentários, e de que essa mesma população compõe um 

cenário de saúde geral clinicamente comprometido [29-31], considerando o tratamento da 

osteoporose com o uso de bifosfonatos, associado ao estilo de vida a partir dos hábitos 

alimentares e suas interferências na condição sistêmica do indivíduo, estudos pré-clínicos que 

possam mimetizar essa situação devem caracterizar tanto os benefícios quanto os prejuízos 
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durante o reparo ósseo peri-implantar nesse modelo, uma vez que faz-se necessário o estudo 

da  longevidade desses implantes para posteriores aplicações de cargas protéticas [21, 32].  

O modelo animal OVX (rata submetida à ovariectomia) já é consolidado na literatura 

como um indutor da osteopenia e osteoporose por meio da deficiência de estrógeno que se 

estabelece após a remoção dos ovários [33]. Em adição, a instalação de implantes em maxila 

de ratos Wistar demonstra ser um modelo experimental interessante para o estudo da 

osseointegração em ratas ovariectomizadas, proporcionando resultados e aspectos mais 

próximos dos eventos que ocorrem durante o processo de reparo em humanos [34-36]. 

Modelos de dietas hipercalóricas manipuladas visam mimetizar os padrões de má 

nutrição humana para caracterização das consequências e propostas reversivas decorrentes 

dessa situação. A dieta de cafeteria é um modelo experimental proposto para estudar a 

obesidade e síndrome metabólica que consiste em associar a ração comercial do animal às 

comidas humanas altamente palatáveis, calóricas e não saudáveis, simulando parte dos 

hábitos alimentares das pessoas dos países ocidentais [37,38]. Em ratos, a dieta de cafeteria 

promove o aumento de peso, hiperfagia, quadro pré-diabético, resistência periférica à 

insulina, aumento dos níveis de leptina, colesterol total e triacilgliceróis séricos, além de 

inflamação dos tecidos adiposo e hepático [1,37,39-42]. 

Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi de avaliar e caracterizar o processo 

de reparo ósseo peri-implantar em maxilas de ratas ovariectomizadas que apresentavam 

síndrome metabólica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com risedronato de sódio e 

instalação de implantes funcionalizados com um agente doador de óxido nítrico (TERPY) em 

sua superfície. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Experimentos preliminares 

 

2.2 Caracterização biológica e físico-química dos discos de titânio 

Nessa fase, foi realizada a funcionalização das superfícies dos discos de titânio com o 

agente [Ru (terpy) (bdq) NO] 
3+ 

(TERPY). Na sequência, foram executados os testes 

biológicos e físico-químicos, com o objetivo de caracterizar a superfície desenvolvida quanto 

à melhor concentração de TERPY, morfologia, composição, para validação da superfície e 

utilização nos experimentos in vivo.  

 

2.2.1 Preparo dos discos e concentrações 

Os experimentos de culturas de células foram realizados sobre as superfícies de discos 

de titânio (Emfils®, Itu, SP, Brasil) submetidos ao jateamento e duplo ataque ácido e 

funcionalizados com o agente doador de óxido nítrico – TERPY. As nomenclaturas dos discos 

e as diferentes concentrações de TERPY testadas estão descritas a seguir.  

  CONV: disco de titânio sem tratamento com o agente (controle). 

  TPY (-): disco que recebeu Layer-by-Layer com Terpy 10M. 

  TPY (+): disco que recebeu Layer-by-Layer com Terpy 100M. 

Para a realização dos testes foram utilizados 6 discos por superfície avaliada, com 

ensaios em triplicata (18 discos por superfície testada). A técnica Layer-by-Layer e o preparo 
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dos discos foram realizadas em Laboratório para Estudos de Tecidos Mineralizados (LSMT) – 

FOA/UNESP (Araçatuba – SP), sob a orientação do Prof. Paulo Noronha Lisboa Filho, da FC 

– UNESP (Bauru – SP). A camada aplicada na superfície dos implantes foi composta por 

poliestireno sulfonado (PSS) e óxido de titânio (TiO2), sendo finalizada por cada uma das 

concentrações de TERPY.  

 

2.3 Experimentos in vitro para validação de concentração do agente [Ru 

(terpy) (bdq) NO] 
3+ 

(TERPY) 

As superfícies dos discos funcionalizados pelo agente [Ru (terpy) (bdq) 

NO] 
3+ 

(TERPY) foram avaliadas biologicamente, a partir de experimentos em culturas de 

células que foram desenvolvidos no laboratório da Profª. Luana Marotta Reis de 

Vasconcellos, do Instituto de Ciência e Tecnologia (ICT) – UNESP (São José dos Campos – 

SP). As células foram avaliadas sobre a superfície de discos de titânio submetidas ao 

jateamento e duplo ataque ácido, tanto para os discos CONV, quanto para TPY (-) e TPY (+). 

 

2.3.1 Cultura de células mesenquimais e análise da diferenciação celular 

Após a aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais, da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba/UNESP, os experimentos de cultura de células foram executados. 

Os animais, ratas Wistar, foram submetidos à eutanásia para a coleta das amostras doadoras. 

Após a limpeza dos fêmures, estes foram colocados em solução de transporte contendo meio 

essencial mínimo, com modificação de alfa com L-glutamina (α-MEM – Gibco) 

suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda, Campinas Brasil) e 

gentamicina (Gibco, Grand Island, Nova Iorque). No fluxo laminar, as extremidades foram 

removidas e culturas primárias de osteoblastos foram isoladas a partir das células obtidas pela 

lavagem da medula óssea dos fêmures, utilizando meio de cultura osteogênico [43]. 

Posteriormente, essas células foram distribuídas em frascos para cultura (Nunc, Dinamarca) e 

incubadas a 37ºC com 5% de CO2 (Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). O meio de cultura foi 

trocado a cada três dias e a progressão da cultura avaliada por microscopia de fase invertida 

(Microscópio Carl Zeiss – Axiovert 40C, Germany). Após a confluência (aproximadamente 7 

dias), as células foram liberadas enzimaticamente [44]. Foram plaqueadas 2x10
4
 células 
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viáveis em cada poço da microplaca de 24 poços (Nunc, Dinamarca), sendo acrescentado 

meio de cultura osteogênico para obtenção do volume final de 1 ml. Essas placas foram 

incubadas a 37ºC com 5% de CO2 e os osteoblastos de todos os grupos foram avaliados 

quanto a viabilidade celular, o conteúdo de proteína total, a atividade de fosfatase alcalina, a 

formação de nódulos de mineralização e o citoesqueleto celular. Todos os testes foram 

realizados de acordo com a ISO 10993-1 e em triplicada [45], sendo que cada triplicata foi um 

pool de células provenientes do fêmures n(8) de 4 animais de cada grupo. 

 

2.3.2 Determinação da viabilidade celular 

Foi realizada avaliação quantitativa de células vivas após a exposição ao agente tóxico 

pela incubação com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma Aldrich) e análise 

espectrofotométrica do corante incorporado. Como controle positivo, foi utilizada a solução 

de fenol a 0,2% e o controle negativo foi o fundo da placa. Para a avaliação da viabilidade 

celular, as células foram cultivadas nos poços e avaliadas após os períodos de 3, 7 e 14 dias, 

utilizando medida colorimétrica em leitor de microplaca no comprimento de onda 570nm 

(Biotek EL808IU) [45]. Os dados foram aferidos como absorbância. 

A partir dos valores médios de absorbância obtidos, para cada uma das superfícies, 

tanto CONV, quanto para TPY (-) e TPY (+), foi realizado o cálculo para determinação da 

viabilidade celular [46]. Os valores superiores a 70% foram considerados satisfatórios (ISO 

9001/2000). 

 

2.3.3 Análise de formação de nódulos de mineralização 

As células foram incubadas a 37ºC com 5% de CO2, por 14 dias. Após esse 

período, foi quantificada a formação de nódulos de mineralização, utilizando a coloração 

por vermelho de Alizarina S 2% (Sigma Chemical Chemical, USA), que foi mensurada no 

espectrofotômetro a 405nm [45]. Os valores foram obtidos em absorbância. 

 

2.3.4 Genotoxicidade 
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Para avaliar o dano nuclear presente nas células mesenquimais nos períodos de 5 e 10 

dias, foi utilizado o teste de micronúcleos realizado de acordo com o guideline de OECD, 

atualizado em 2014 (TG487). As células mesenquimais obtidas dos fêmures foram cultivadas 

em meio essencial mínimo, com modificação de alfa com L-glutamina (α-MEM – Invitrogen) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen) a 37°C e com 5% de CO2. 

Para o teste, 3x10
5
 células foram cultivadas em lâminas de vidro em 4 ml de meio celular por 

24 horas, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, as células foram incubadas com 

citocalasina B (Sigma-Aldrich) na concentração de 6 μg/ml por 24 horas, a 37°C em 

atmosfera de 5% CO2, para inibir a citocinese e induzir o acúmulo de células binucleadas. As 

células foram submetidas ao choque hipotônico e fixadas em solução de metanol: ácido 

acético (3:1) por 10 minutos; esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Após secagem, as 

células foram coradas em GiemsaWright a 5% por 6 minutos. Os micronúcleos foram 

analisados em microscópio de imersão (100X), sendo que foram avaliadas 2.000 células/placa 

por concentração em pelo menos dois experimentos independentes. Os micronúcleos foram 

identificados como estruturas de DNA contidas no citoplasma, claramente separados do 

núcleo principal, cercados por uma membrana nuclear e incluindo uma área menor que 1/3 da 

área do núcleo principal. Foram contadas as células com menos de cinco micronúcleos.  

 

2.4 Funcionalização dos implantes após a validação da TERPY 

 Após as validações das diferentes concentrações de TERPY e a seleção da que possui 

maior viabilidade celular, as superfícies dos implantes foram funcionalizadas.  

Os resultados desta etapa, bem como qual a concentração de TERPY eleita está 

descrita no item 3.2 dos Resultados. 

 

2.4.1 Funcionalização das superfícies dos implantes 

Após a concentração ideal de TERPY ser eleita, a superfície dos implantes foi 

funcionalizada pela preparação de filmes Layer-by-Layer (LbL).  

Foi imerso um substrato sólido (com certo desequilíbrio de cargas em sua superfície) 

por determinado intervalo de tempo, numa solução aquosa contendo o material a ser 

depositado. A carga desse material foi contrária à do substrato para que ocorresse adsorção 
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por atração eletrostática. Posteriormente, o conjunto substrato + monocamada foi lavado a fim 

de eliminar o excesso de material. Em seguida, o conjunto foi seco com ar comprimido e 

imerso numa solução contendo outro material, de carga contrária à do material inicialmente 

depositado, formando assim filmes ultrafinos compostos por bicamadas moleculares 

catiônicas e aniônicas, alternadamente adsorvidas. O novo conjunto substrato + bicamada foi 

lavado e seco novamente. Foi empregado o eletrólito poliestireno sulfonado (PSS), de carga 

negativa, no qual o fármaco estava disperso, e uma solução de eletrolítica de TiO2, carga 

positiva, previamente preparada pelo método sol-gel [47]. 

O crescimento de filmes pela técnica LbL é de domínio no Laboratório de Materiais 

Avançados da UNESP de Bauru, coordenado pelo Prof. Paulo Noronha Lisboa-Filho. [47-50]. 

 

2.4.2 Caracterização das superfícies por MEV-EDS  

A caracterização microestrutural da superfície tratada foi realizada com o auxílio de 

um microscópio eletrônico de varredura com fonte de emissão eletrostática (FEMEV, Zeiss-

SUPRA35) operado a 5 kV, em diferentes magnificações. Para a realização das imagens no 

modo varredura, a superfície foi previamente preparada com a adição de uma pequena 

quantidade da amostra em um béquer contendo acetona que foi submetido ao tratamento 

ultrassom por 15 minutos. Em seguida, 2 gotas da solução foram depositadas sobre um 

substrato de silício, o qual foi devidamente colado com uma fita adesiva de carbono sobre o 

porta-amostra (stub). Após a secagem da solução no substrato, foi realizado o contato elétrico 

através da aplicação de tinta prata condutora em uma das extremidades do substrato. As 

análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) e de alta resolução (HRMET) foram 

realizadas em um microscópio JEOL (JEM, 2100 HT) operado a 200 kV [51].  

 

2.5 Procedimentos experimentais para determinação da quantificação de 

TERPY 

 Com o objetivo estudar a determinação quantitativa do fármaco TERPY presente na 

superfície, foi utilizada uma abordagem analítica, método disponível na Faculdade de 

Ciências de Bauru.  
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2.5.1 Análise da quantificação de TERPY por espectroscopia na região do 

UV-Vis 

O crescimento de LbL foi monitorado por medições de absorbância de UV-vis 

realizado na faixa de 200-600 nm usando um PerkinElmer Lambda. 

Espectrofotômetro 1050 com vidro de sílica fundida como substrato previamente 

tratado com solução de “piranha” (mistura de H2O2 e H2SO4 - 1: 3, v / v) por 2 h.  

A análise estrutural foi investigada por espectroscopia FTIR realizado em um Bruker 

Vertex 70 em uma faixa de 4000 a 400 cm – 1 com uma resolução de 4 cm − 1. Os filmes de 

LbL foram depositados em sulfato de cério com as medições registradas contra um espectro 

de fundo do substrato. A morfologia do filme LbL foi analisado sobre vidro de sílica fundido 

por AFM em um Park System XE7. 

Foi empregado sulfato de cério como agente oxidativo, dessa forma a absorção a 

320nm é proporcional a quantidade de droga oxidada. Anteriormente as medidas, uma 

solução aquosa 0,5 M de ácido sulfúrico foi preparada e utilizada como solvente para 

dissolução do cério. Em seguida preparou-se uma solução 0,1% m/v de sulfato de cério em 

H2SO4. O fármaco TERPY foi dissolvido em 1 mM de KCl. A curva de calibração foi 

preparada adicionando uma alíquota de 250 µL da solução de fármaco em 750 μL da solução 

de sulfato de cério e a mistura permaneceu em repouso durante 1 hora. Após esse período, 

adicionou-se 5 ml de 0.5 M de H2SO4. Como o branco do experimento (controle), utilizou-se 

250 μL de 1 mM KCl diluído da mesma maneira que o fármaco. Em todas as medidas 1 ml da 

mistura foi adicionado a cubeta. A curva de calibração foi determinada através de soluções do 

fármaco com concentrações entre 0-2 mM, com um passo de 0,1 mM, com base nos pontos 

experimentais da reta característica, de acordo com a equação abaixo. 

 

𝐴𝑏𝑠 (𝑐𝑜𝑛𝑐)  =  0.54225 (± 0.00778) . 𝑐𝑜𝑛𝑐 

 

Já os experimentos de funcionalização dos implantes foram realizados adicionando-se 

3 mL de solução do fármaco numa concentração de 2 mM; estes foram funcionalizados 

individualmente e preparados em triplicata. Após 2 horas, os implantes foram removidos e 

uma alíquota de 250 μL de solução foi colocada para reagir com sulfato de cério. 
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2.6 Experimentos in vivo 

Após as validações das diferentes concentrações de TERPY, a seleção da que possui 

maior viabilidade celular e após a funcionalização das superfícies dos implantes, foram 

realizados os experimentos in vivo, com o objetivo de avaliar a ação sinérgica entre fármacos 

administrados local e sistemicamente (bifosfonatos), e caracterizar de maneira geral, as 

respostas iniciais do tecido ósseo peri-implantar quanto aos eventos formação, reabsorção e 

mineralização óssea.   

 

2.7 Animais 

 Após a aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA/UNESP (Nº 00563/2018) (Anexo A), quarenta e oito ratas 

(Rattus novergicus albinus, Wistar), com peso médio de 350 gramas, provenientes do biotério 

central da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, foram alocados aleatoriamente. 

As ratas foram divididas em 6 grupos (n=8) que foram distribuídas de acordo com a condição 

sistêmica (ovariectomizadas e síndrome metabólica), tratamento ou não com risedronato e 

instalação de implantes de superfície convencional (CONV) ou superfície funcionalizada 

(TERPY), como discriminado a seguir: 

  SHAM CONV: ratas controle, sem tratamento medicamentoso e instalação de 

implantes de superfície convencional (CONV).  

  OVX SM CONV: ratas ovariectomizadas, com síndrome metabólica, sem tratamento 

medicamentoso e instalação de implantes de superfície convencional (CONV).  
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  OVX SM RIS CONV: ratas ovariectomizadas, com síndrome metabólica, com 

tratamento com risedronato e instalação de implantes de superfície convencional 

(CONV). 

  SHAM TERPY: ratas controle, sem tratamento medicamentoso e instalação de 

implantes de superfície funcionalizada (TERPY).  

  OVX SM TERPY: ratas ovariectomizadas, com síndrome metabólica, sem 

tratamento medicamentoso e instalação de implantes de superfície funcionalizada 

(TERPY). 

  OVX SM RIS TERPY: ratas ovariectomizadas, com síndrome metabólica, com 

tratamento com risedronato e instalação de implantes de superfície funcionalizada 

(TERPY). 

 Os animais foram mantidos em gaiolas e alimentados com ração balanceada 

(NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1,4% Ca 
2+

 e 0,8% P e água ad libitum. 

 

2.8 Delineamento experimental 

Nesse estudo, o período de avaliação do reparo ósseo peri-implantar foi de 28 dias, 

com realização da instalação de implantes imediatos. A figura 1 resume as etapas realizadas 

nos experimentos in vivo. 

 

FIGURA 1 – Delineamento experimental - Experimentos in vivo 

  
Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).  
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Para mimetizar a deficiência de estrógeno e a síndrome metabólica, os animais foram 

submetidos à cirurgia de ovariectomia e alimentadas com dieta de cafeteria; nos grupos 

correspondentes ao tratamento, foi administrado sistemicamente o risedronato como 

medicação anti-osteoporose.  O fármaco administrado localmente por meio da 

funcionalização da superfície dos implantes foi a TERPY, que foi incorporado à superfície 

dos implantes a serem instalados nas maxilas das ratas. A incorporação do fármaco à 

superfície dos implantes ocorreu como descrito na Fase 1 desse projeto. As análises propostas 

foram divididas em: Maxilas Direitas (Biomecânica por torque reverso e PCR em tempo real) 

e Maxilas Esquerdas (Microtomografia Computadorizada e Microscopia Confocal a Laser). 

No tempo zero (t=0), as ratas selecionadas para o experimento foram submetidas à 

cirurgia fictícia ou cirurgia de ovariectomia bilateral. Após a recuperação da cirurgia, os 

animais receberam a dieta de cafeteria para a mimetizar síndrome metabólica. Passados 30 

dias (t=30), o tratamento medicamentoso com risedronato de sódio (0,7mg/kg/semana) ou 

solução salina no volume de 0,3ml, via gavagem, foi iniciado. Aos 60 dias após o início do 

tratamento medicamentoso (t=90), a cirurgia de exodontia do primeiro molar superior foi 

realizada a instalação imediata dos implantes de forma bilateral. Quatorze dias após a cirurgia 

de instalação dos implantes (t=104), todos os grupos experimentais receberam a injeção 

intramuscular do fluorocromo calceína (20 mg/kg) e 10 dias após a aplicação de calceína 

(t=114), os mesmos animais receberam injeção intramuscular do fluorocromo vermelho de 

alizarina (25 mg/kg). As injeções dos fluorocromos objetivaram avaliar a dinâmica óssea dos 

tecidos calcificados.   

Aos 28 dias pós-operatórios (dia da eutanásia, t=118), os animais foram anestesiados e 

nas maxilas do lado direito, os implantes foram removidos utilizando um torquímetro digital, 

para obtenção dos dados quanto ao torque de remoção. Imediatamente após a remoção dos 

implantes, o tecido ósseo em contato com as espiras dos implantes foi removido para 

posterior realização análise de PCR tempo real, com o intuito de avaliar a expressão relativa 

de genes envolvidos ao metabolismo do tecido ósseo. As maxilas do lado esquerdo foram 

reservadas para o escaneamento por microtomografia computadorizada e, após o 

armazenamento das imagens reconstruídas e o processamento pelos softwares para avaliação 

morfométrica do tecido ósseo reparacional, estas mesmas peças passaram pelo processamento 

para histologia de tecidos calcificados (análise dos fluorocromos).  
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2.8.1 Castração bilateral - Ovariectomia 

A remoção cirúrgica dos dois ovários foi realizada logo após as ratas serem 

anestesiadas com uma combinação de cetamina (Ketamina Agener, União Química 

Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP, Brasil) associada ao cloridrato de xilazina 

(dopaser, Laboratórios Calier S/A, Barcelona, Espanha), administrada por via intramuscular, e 

na sequência, foram imobilizadas sobre prancha cirúrgica em posição de decúbito lateral. Foi 

realizada uma incisão de 1cm no flanco, divulsão por planos do tecido subcutâneo e, em 

seguida, do peritônio a fim de ter acesso à cavidade abdominal. Após a localização dos 

ovários e os cornos uterinos, estes foram laqueados com fio de poliglactina 910 4.0 (Vicryl 

tm– Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) e a remoção dos ovários foi 

realizada. Finalizada a cirurgia, foi feita a sutura por planos com fio de poliglactina 910 4.0 

(Vicryl tm–Jhonson & Johnson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). A ovariectomia foi 

realizada nos grupos OVX SM e OXV SM RIS, tanto para as superfícies convencionais 

(CONV), quanto para a superfície funcionalizada (TERPY).  

 As ratas do grupo SHAM passaram pelo mesmo procedimento, porém apenas com a 

exposição cirúrgica dos cornos uterinos e dos ovários, sem suas respectivas laqueaduras e 

remoção para mimetização do estresse cirúrgico da ovariectomia. 

 

2.8.2 Ciclo estral  

Para garantir a ciclagem normal dos animais utilizados, as ratas ovariectomizadas 

(OVX SM e OVX SM RIS tanto CONV, quanto TERPY) foram mantidas em gaiolas 

individuais e, diariamente, foram introduzidas no interior da vagina de cada animal 1-2 gotas 

de soro fisiológico que, em seguida, foram aspiradas e colocadas em lâmina de histologia para 

leitura microscópica imediata [52], reconhecimento das fases do ciclo estral. As ratas foram 

selecionadas para continuidade das etapas laboratoriais após a obtenção de 2 a 3 ciclos estrais 

regulares.  

Essa técnica foi utilizada com o intuito de validar a cirurgia de ovariectomia bilateral 

realizada, ou seja, para constatar a ausência do ciclo, confirmando a efetividade da remoção 

cirúrgica dos ovários.  
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2.8.3 Tratamento medicamentoso  

 Após 30 dias da cirurgia de ovariectomia e após a verificação do ciclo estral das ratas, 

os animais referentes ao grupo OVX SM RIS (CONV e TERPY) foram submetidos à terapia 

medicamentosa com risedronato de sódio por 60 dias. O medicamento foi administrado por 

gavagem, um volume de 0,3ml na dose de 0,7 mg/kg de peso corporal, uma vez por semana; a 

dose foi determinada com base na dose semanal (35mg) dividida por 50 kg que representa o 

peso do corpo humano [53]. 

 No mesmo período, para os animais dos grupos que não representaram o tratamento 

com o risedronato (SHAM e OVS SM tanto CONV, quanto TERPY), foi administrada, via 

gavagem, um volume de 0,3ml de solução salina 0,9%, uma vez por semana. 

 As gavagens foram iniciadas após 30 dias da cirurgia de ovariectomia, tanto para os 

grupos ovariectomizados, quanto para os grupos correspondentes à cirurgia fictícia, e foram 

realizadas até o momento da eutanásia.     

 

2.8.4 Dieta de cafeteria para indução da Síndrome Metabólica 

Para a dieta de cafeteria, foram utilizados alimentos industrializados, com o intuito de 

fornecer uma dieta de alta densidade energética, de caráter hiperlipídico e hipoproteico de alto 

índice glicêmico [54,55]. 

Para cada animal, foi pesada diariamente a quantidade de 30g da alimentação, que 

variou entre bolachas recheadas, bolachas tipo “waffer”, salgadinho de milho associada a uma 

garrafa de água com 12% de sacarose (Tabela 1). 

 

TABELA 1 – Quantidade de alimento dada para os animais por dia 
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). 

 

Foram realizados em todos os animais dos grupos que representam a síndrome 

metabólica (SM) o controle do peso, aferição de glicemia e avaliação da massa corporal pelo 

índice de Lee de maneira a validar o desenvolvimento das alterações metabólicas propostas. 

Os períodos avaliados foram: T1 - medida realizada antes da cirurgia fictícia ou cirurgia de 

ovariectomia, T2 - medida realizada antes da exodontia/instalação dos implantes, T3 - medida 

realizada antes da eutanásia. (Referência)lee 

A dieta de cafeteria foi iniciada no mesmo dia do procedimento cirúrgico de 

ovariectomia e mantida até a eutanásia. 

 

2.8.5 Cirurgia de exodontia 

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao procedimento 

cirúrgico e sedados pela combinação de 50 mg/kg de cetamina intramuscular (Vetaset – Fort 

Dodge Saúde Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina 

(Dopaser – Laboratório Calier do Brasil Ltda – Osasco, São Paulo, Brasil). Como anestesia 

local e hemostasia do campo operatório, os animais receberam cloridrato de mepivacaína (0.3 

ml/Kg, Scandicaíne 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, França). 

 Após a sedação, cada animal foi posicionado na mesa cirúrgica confeccionada 

especialmente para procedimentos cirúrgicos em roedores, viabilizando a abordagem à 
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maxila, favorecendo a manutenção da cavidade bucal aberta e proporcionando uma posição 

adequada para o procedimento de exodontia e posteriormente instalação dos implantes.  

A antissepsia da região foi realizada com Polivinilpirrolidona Iodo Tópico (PVPI 

10%, Riodeine Tópico, Rioquímica, São José do Rio Preto). Após antissepsia, o processo de 

exodontia do primeiro molar superior foi iniciado, com o auxílio de um esculpidor 

Hollemback n° 3S (Quinelato, Rio Claro – SP), primeiramente pela manobra de diérese, por 

meio da sindesmotomia, seguida da expansão alveolar (luxação) do primeiro molar superior, 

com o mesmo instrumental, por ações de cunha e alavanca, permitindo a elevação do 

elemento dentário do alvéolo, realizando-se de fato a exodontia (Figura 2).  
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FIGURA 2 – Cirurgia de Exodontia 

 

 
Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). Em A. Exposição da maxila; B. Início da sindesmotomia; C. 

Sindesmotomia completa; D. Expansão alveolar (luxação) e E. Exodontia. 

 

2.8.6 Cirurgia para instalação dos implantes imediatos 

Após a exodontia do elemento dentário, foi realizada uma extensão do acesso para 

anterior, e uma incisão intrasulcular até o segundo molar superior, produzindo-se um retalho 

em envelope. O descolamento e afastamento dos tecidos foi realizado com o auxílio de um 

descolador de Molt, pela face vestibular e Hollemback 3s, por palatino. 
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O alvéolo da raiz mesial do primeiro molar foi determinado como o local mais 

adequado para a instalação do implante. A fresagem do alvéolo se iniciou com a broca 

direcionada discretamente para o lado vestibular [56] (Figura 3). 

FIGURA 3 – Cirurgia para instalação dos implantes imediatos 

 

 
Fonte: Elaborado pelo Atutor (2021). Em A. Broca helicoidal 1,1 mm acoplada ao contra-ângulo; B. Implante 

personalizado (Medens, São Paulo, SP); C. Exposição do leito cirúrgico, após a exodontia; D. Fresagem – 

preparo do leito cirúrgico; E. Instalação do implante no alvéolo da raiz mesial; e E. Sutura. 

 

Foram instalados 96 implantes de titânio comercialmente puro grau IV, baseado no 

conceito de duplo ataque ácido (Emfils, São Paulo, Brasil), com diâmetro de 1,4 mm e altura 

de 2,7 mm, esterilizados por raios gama. Para tanto, a fresagem foi realizada com broca 

helicoidal de 1,1 mm de diâmetro acoplada ao contra-ângulo com redução de 20:1 (Peça 

angular 3624N 1:4, Cabeça 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, 

Germany), montada no motor elétrico (BLM 600®; Driller, São Paulo, SP, Brasil), a uma 

velocidade de 1000 rpm, sob irrigação com solução isotônica de cloreto de sódio a 0,9% 

(Fisiológico®, Laboratórios Biosintética Ltda®, Ribeirão Preto, SP, Brasil) e profundidade de 

3,0 milímetros. O travamento e estabilidade primária foram comprovados. 
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Cada animal recebeu 2 implantes, sendo uma abordagem bilateral na região de 

primeiro molar superior, instalados com o auxílio de uma chave digital. Para o fechamento 

dos tecidos (síntese), foi utilizado o fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, São 

José dos Campos, Brasil), com sutura em pontos interrompidos.  

No pós-operatório imediato, cada animal recebeu uma dose única intramuscular de 0,2 

ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante 

todo o experimento, com ração, dieta de cafeteria e água ad libitum até o momento da 

eutanásia. 

 

2.8.7 Aplicação dos fluorocromos 

Quatorze dias após a cirurgia de instalação dos implantes, via intramuscular, o 

fluorocromo calceína foi administrado a cada animal (20 mg/kg). Após 24 dias da cirurgia de 

instalação dos implantes, o fluorocromo vermelho de alizarina (25 mg/kg) foi injetado nos 

mesmos animais. [57-59]. Ambos os fluorocromos indicam, respectivamente, a deposição de 

osso antigo e a de osso neoformado. 

 

2.8.8 Eutanásia  

Os animais foram sacrificados por sobredose de anestésica (150 mg / kg, Tiopental 

Cristália Ltda.; Itapira, SP, Brasil) 28 dias após a instalação dos implantes [57].  
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2.9 Análises – Maxila dividida – Lado direito 

 

2.9.1 Análise Biomecânica – Torque reverso 

Os animais foram anestesiados por uma combinação de 50 mg/kg de cetamina por via 

intramuscular e 5 mg/kg de xilazina e foram submetidos a uma cirurgia de reabertura para a 

exposição do módulo da crista dos implantes e realização do torque reverso. 

Para essa análise, foi utilizado um torquímetro digital (Homis, São Paulo, SP, Brasil) 

acoplado a uma chave digital hexagonal de 0,9 mm (Medens, São Paulo, SP, Brasil), a mesma 

chave digital utilizada para instalação dos implantes. Após a estabilização da maxila e 

exposição do módulo da crista do implante, o conjunto torquímetro-chave digital foi 

posicionado e adaptado ao implante, aplicando-se um movimento no sentido anti-horário, 

gerando um torque reverso, até que houvesse a liberação da interface osso-implante. O 

torquímetro registrou o pico máximo de torque para esse rompimento, em Newton por 

centímetro (N.cm). Os valores obtidos foram agrupados e submetidos à análise estatística 

(p<0,05).  

 

2.9.2 Análise de PCR em tempo real 

O tecido ósseo remanescente após a realização da remoção do implante pela análise 

biomecânica por torque reverso foi coletado e imediatamente lavado em PBS (solução tampão 

fosfato); para esse processamento, os animais ainda estavam anestesiados e o período de 

coleta antecedeu a eutanásia.  

Após a coleta, o tecido ósseo peri-implantar foi armazenado em nitrogênio líquido. O 

RNA foi extraído com o reagente Trizol (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Após 

analisada a pureza e concentração de RNA por espectrofotometria e, integridade através de 

gel de eletroforese, o cDNA foi obtido usando 1µg de RNA por transcriptase reversa com o 

kit Life (Life Technologies: Invitrogen, Carslbad, CA, USA) [60-62]. 

O PCR em tempo real foi realizado pelo sistema de detecção Step One Plus (Life 

Biotechnologies), utilizando outro sistema, o SybrGreen (Applied Byosistems, Warrington, 
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UK), sob diferentes condições de temperatura, seguido por desnaturação da curva padrão 

obtida com a mistura principal pelo kit Takman (Life Biotechnologies: Invitrogen, Carslbad, 

CA, USA). Através da B-actina e B2M (Life Biotechnologies: Invitrogen, Carslbad, CA, 

USA), foi a localizadas as regiões onde as amostras iniciaram sua ampliação e, na sequência, 

foram realizados ensaios taqman inventariados para detecção da expressão dos genes para 

ALP (Fosfatase alcalina), iBSP (Sialoproteína óssea), OCN (Osteocalcina), OPG 

(Osteoprotegerina), RANKL (Ativador do Receptor Nuclear Kappa B Ligante), TRAP 

(Fosfatase Ácida Resistente ao Ácido Tartárico) e VEGF (Fator de Crescimento Vascular 

Endotelial). Portanto, a expressão gênica foi calculada em relação à expressão de proteínas 

ribossômicas e normalizada pela expressão gênica dos ossos fragmentados coletados aos 28 

dias de reparação óssea, pelo método ΔΔCT. Os ensaios foram executados em quadruplicada 

e os dados comparados com nível de significância de 5% (p<0,05). 
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2.10 Análises – Maxila dividida – Lado esquerdo 

 

2.10.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-CT) 

Após obtenção e redução das peças, fixação em solução de formaldeído 10% por 48 

horas e lavagem em água corrente por 48 horas, as peças foram armazenadas em álcool 70% 

até o momento da análise.  

As peças foram escaneadas pelo microtomógrafo SkyScan (SkyScan 1272 Bruker 

MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 8 µm de espessura (50Kv e 500μ), 

com filtro de cobre e alumínio, e passo de rotação de 0.4 mm, resolução de 2016x1344 μm e 

com tempo de aquisição de 1h e 56 minutos.  As imagens obtidas pela projeção dos raios-X 

nas amostras foram armazenadas e reconstituídas determinando a área de interesse pelo 

software NRecon (SkyScan, 2011; Versão 1.6.6.0) com smoothing de 2, correção dos anéis de 

artefato de 5 e correção de BeamHardening de 45%.    

No software Data Viewer (SkyScan, Versão 1.4.4 64-bit), as imagens foram 

reconstruídas para adequação do posicionamento padrão para todas as amostras, podendo ser 

observada em 3 planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software 

CTAnalyser – CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versão 1.12.4.0), as imagens 

foram analisadas, e definidos os valores para o contato osso-implante (BIC). O software 

CTAn analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershold); o threshold 

utilizado na análise foi de 25-90 tons de cinza, até a obtenção do volume de osso formado ao 

redor dos implantes.  

Para caracterização da microarquitetura óssea foram avaliados os parâmetros de 

porcentagem de volume ósseo (BV/TV), espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th), número de 

trabéculas (Tb.N), separação de trabéculas (Tb.S) e superfície de intersecção (i.S), para então 

a reconstrução em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Versão 2.7) [63]. 

Os dados coletados foram analisados e submetidos à análise estatística com nível de 

significância para p<0,05. 
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2.10.2 Microscopia Confocal a Laser (histometria dinâmica peri-implantar)  

Após a realização da análise microtomográfica, as peças foram processadas para 

avaliação histométrica da dinâmica óssea peri-implantar a partir das injeções dos 

fluorocromos calceína e vermelho de alizarina previamente realizadas.  

As peças passaram pela etapa de desidratação a partir da sequência crescente de 

álcoois. Ao término da desidratação, as peças foram imersas numa mistura de álcool 100% e 

metilmetacrilato termopolimerizável (JET), em diferentes concentrações. Ao final da 

desidratação das peças calcificadas, estas foram incluídas em resina termopolimerizável 

(Technovit 7200 VLC) e acrilizadas.  Após a polimerização da resina, as peças foram 

inicialmente desgastadas por broca maxicut. Posteriormente, essas foram submetidas ao 

desgaste manual, em lixas de diferentes granulações na Politriz (Arotec), até a obtenção de 

cortes a uma espessura de 100μm. Esses mesmos cortes foram confinados em lâminas 

histológicas a partir de lamínulas. 

A partir da obtenção das lâminas, estas foram levadas para a análise em microscópico 

confocal a laser Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). As 

imagens obtidas a partir de diferentes secções das maxilas na região ao redor dos implantes, 

foram comprimidas a fim de obter o melhor ajuste. Depois da seleção da espessura, todos os 

cortes foram obtidos e operados por meio do “zstack”, que permitiu obter o melhor ajuste de 

imagens representadas pela secção da maxila de cada animal. A captura das imagens foi 

realizada a partir do início da fluorescência que representou, nesta metodologia, o início da 

calcificação (precipitação de cálcio na matriz orgânica); as imagens apresentaram dimensões 

de 1x1 mm² e corresponderam a secções óticas de 512x512 pixels e secções de 2μm foram 

escaneadas por 2,5 minutos. Assim, 28 cortes foram obtidos para cada 56μm de varredura. Os 

filtros de barreira utilizados foram o BP 530ram/30nm e LP 590nm, combinados com a 

ativação do “double dochroic” 488/568nm, e o fotomultiplicador foi ajustado em 534 para 

calceína e 357 para alizarina, que permitiram a visualização dos fluorocromos; um dos filtros 

possibilitou a visualização da calceína (filtro azul) e o outro filtro, da alizarina (filtro verde). 

As imagens obtidas por microscopia confocal a laser foram reconstituídas através da pilha de 

software que foi instalado para manipular o microscópio confocal (Leica CTR 4000 CS SPE, 

Leica Microsystems, Heidelberg, Germany).  

O osso alveolar peri-implantar apresentou duas sobreposições de fluorocromos 

(calceína e alizarina), cada sobreposição representou a precipitação de cálcio em cada um dos 
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períodos de 14 e 24 dias da aplicação dos fluorocromos, exibindo assim a conversão de osso 

antigo para osso novo.  

As imagens foram salvas no formato TIFF a transportadas para o software ImageJ 

(Processing Software and Image Analysis, Ontario, Canada). Nesse programa, através da 

ferramenta “color threshold”, cada imagem foi padronizada de acordo com a matiz, saturação, 

e brilho para evidenciação dos fluorocromos analisados. Primeiramente, a cor verde foi 

evidenciada (calceína) e pela ferramenta “measure” o programa forneceu a área 

correspondente em μm
2
. O mesmo procedimento foi realizado para a cor vermelha (alizarina), 

obtendo-se dados referentes à dinâmica do tecido ósseo peri-implantar alveolar. O turnover 

ósseo foi representado pela diferença entre osso antigo (verde) e osso novo (vermelho).    

Para obtenção da taxa de aposição mineral diária (MAR – Mineral Apposition Rate) 

da área de fluorocromos, as imagens foram novamente transportadas ao software ImageJ 

(Processamento de Software e Análise de Imagem, Ontário, Canadá) para a padronização 

individual. A ferramenta "straight" foi selecionada e foram traçadas 4 linhas entre o início da 

precipitação de alizarina (marcação vermelha) até o final da precipitação de calceína 

(marcação verde); os valores foram divididos por 10, número que remete o período de dias 

entre as injeções de calceína e alizarina, representando a precipitação diária de cálcio. Em 

seguida foram calculadas a extensão linear de contato entre o tecido ósseo neoformado e a 

superfície do implante (ELCOI) na imagem representativa da sobreposição dos fluorocromos 

[58].  

Os dados coletados foram analisados e submetidos à análise estatística com nível de 

significância para p<0,05.
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2.11 Análise estatística 

Os testes estatísticos foram realizados no programa GraphPad Prism 7.03 (Software 

GraphPad; La Jolla; EUA). Para todas as análises quantitativas obtidas foram aplicados os 

testes de normalidade e homoscedasticidade (Shapiro-Wilk), a fim da verificação de 

distribuição dos dados. Para a análise estatística dos dados de nódulos de mineralização da 

Fase 1, foi realizado o teste de Kruskasl-Wallis ANOVA seguido do pós-teste de Dunn 

(p<0,05). Na sequência, para as análises restantes, foi aplicado o teste Two-Way ANOVA 

seguido do pós-teste de Tukey para múltiplas comparações às análises de genotoxocidade e 

MAR, e dos pós-testes de Sidak e Dunnet, também para múltiplas comparações, para a 

biomecânica e análise de PCR em tempo real, respectivamente (p<0,05).  
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 3 RESULTADOS

 

3.1 Validação da concentração do agente [Ru (terpy) (bdq) NO] 
3+ 

(TERPY) 

 

3.1.1 Viabilidade celular 

Os dados referentes à absorbância a partir do MTT, que avaliou o metabolismo celular 

nas diferentes concentrações de TERPY (TPY (-) = 10M e TPY (+) = 100M), não 

apresentaram interações entre os fatores tratamento x tempo (p=0,5945). Foi observada uma 

interação somente ao fator “tempo” (p=0,0001), sem diferença estatisticamente significante.  

Aos 7 dias, houve maior absorbância para todas as superfícies analisadas em relação 

aos demais períodos (Gráfico 1). 

 

GRÁFICO 1 – Absorbância por MTT 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). MTT (absorbância x tempo). Não houve diferença estatisticamente entre as 

superfícies e períodos analisados.  
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Como descrito na metodologia, o cálculo para a determinação da viabilidade celular 

considerou valores superiores a 70% como satisfatórios em todas as superfícies. (Gráfico 2). 

Foi observada uma melhor viabilidade celular para TPY (-) aos 3 e 7 dias e ainda, que aos 14 

dias, essa superfície mostrou-se semelhante à CONV.  

 

GRÁFICO 2 – Viabilidade celular  

 

3 
D
IA

S

7 
D
IA

S

14
 D

IA
S

0

50

100

150

200

Tempo

(%
)

CONV

TPY (-)

TPY (+)

VIABILIDADE CELULAR

 

Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Valores representativos para viabilidade celular para as superfícies nos 

diferentes períodos, de acordo com a ISO 9001/2000. 

 

3.1.2 Nódulos de Mineralização 

Para a formação dos nódulos de mineralização aos 14 dias após o plaqueamento das 

células, a superfície TPY (-) (10M) apresentou maiores valores que a superfície CONV 

(p=0,0024), bem como para TPY (+) (100M) (p<0,05), revelando que a menor concentração 

de TERPY possa promover um melhor início na atividade de precipitação óssea (Gráfico 3). 
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GRÁFICO 3 – Nódulos de mineralização  
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Maiores valores médios para TPY (-), com diferença estatisticamente 

significante entre TPY (-) e CONV – Kruskasl-Wallis ANOVA e pós-teste de Dunn (p<0,05). 

 

3.1.3 Teste de micronúcleos 

Para a contagem de micronúcleos após 5 e 10 dias dos plaqueamentos celulares, houve 

interação entre os fatores tratamento x tempo (p=0,0337).  A diferença estatística foi 

observada após os 5 dias para superfície TPY (-) quando comparada a CONV (p=0,0092) e 

TPY (+) (p=0,0106), exibindo a menor genotoxicidade celular para superfície funcionalizada 

de menor concentração. Ainda, verifica-se que há um desempenho semelhante de todas as 

superfícies aos 10 dias após o plaqueamento (Gráfico 4). 
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GRÁFICO 4 – Genotoxicidade celular 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Menores valores médios para TPY (-), com diferença 

estatisticamente significante para TPY (-) comparada a CONV e TPY (+) – Two-way ANOVA e pós-teste de 

Tukey (p<0,05). 

 

3.2 Seleção da melhor concentração de TERPY 

Após os valores obtidos a partir da análise in vitro, a viabilidade celular apresentou 

poucas diferenças entre as duas concentrações de TERPY avaliadas (10M e 100M), com 

valores semelhantes à superfície convencional (CONV) aos 14 dias. Porém, baseando-se nos 

dados estatísticos obtidos a partir das análises de nódulos de mineralização e genotoxicidade, 

a superfície TPY (-) (10M) apresentou melhor indução no início da precipitação mineral 

óssea aos 14 dias e menor toxicidade celular quando comparada às outras superfícies após 5 e 

10 dias de plaqueamento, sendo a esta a superfície de eleição do trabalho. 

Após a funcionalização dos implantes com a superfície TPY (-), estes foram 

empregados para a continuidade das análises in vivo (Fase 2) desse estudo.  

 

3.3 Dados físico-químicos após seleção da TPY (-) 

 

3.3.1 Caracterização das superfícies 

A figura 4 representa as imagens obtidas através da MEV do implante utilizado, bem 

como as imagens em maior aumento para as superfícies CONV e TPY (-).  
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FIGURA 4 – MEV-EDS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). Em A. Implante em sua integral ide; B. Imagem representativa da 

superfície CONV com aumento de 5000 X e C. Imagem representativa da superfície TERPY com aumento de 

5000 X. 

 

Não foram observadas alterações significativas entre as imagens aproximadas, o que 

pode ou não ser efeito da adsorção do fármaco, uma vez que a quantidade de TERPY (10M) 

pode não provocar alterações perceptíveis na superfície do implante, considerando o limite de 

detecção do equipamento.  

Para os espectros de EDS da amostra para a superfícies avaliadas, a superfície CONV 

apontou que a amostra é constituída pelos elementos titânio, alumínio e vanádio; além desses 

elementos, em um dos espectros o elemento oxigênio também se fez presente, possivelmente, 

devido à oxidação do titânio. Já a superfície TPY (-), caracterizou-se pela presença de rutênio, 

além dos demais elementos observados na amostra controle; a TERPY é composta de 

carbono, o que justifica o carbono detectado ser proveniente do tratamento do implante junto 

ao oxigênio, resultando a oxidação do titânio. 

 

3.3.2 Espectroscopia na região do UV-Vis 

A tabela 2 apresenta a quantificação da TERPY adsorvida sobre a superfície do 

implante. O resultado obtido foi para apenas uma medida devido a quantidade limitada 

A 

B C CONV TERPY 



 

 

50 

disponível do fármaco in natura. Já a figura 5 representa a curva quantificação 

espectrofotométrica para a análise de da adsorção da TERPY sobre a superfície.  

 

TABELA 2 – Quantificação de TERPY adsorvida na superfície do implante 

 

Amostra 

Módulo da média 

da absorbância  

(u. a.) 

Média da 

concentração 

adsorvida (mM) 

Massa 

adsorvida/área 

geométrica (g/m2) 

Controle 0.000 0.000 0.000 

TPY (-) 0.791 0.671 0.013 ± 0.000 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). 

 

FIGURA 5 – Curva de calibração para TPY (-) 

 

 

Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Prof. Paulo Noronha Lisboa Filho, co-orientador do estudo (2021). 
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3.4 Experimentos in vivo 

Com base nos resultados dos experimentos in vitro, foi confirmada a melhor 

concentração de TERPY (10µM) para a funcionalização da superfície dos implantes 

utilizados nesse estudo, viabilizando os experimentos in vivo. A partir desta fase, os grupos 

referentes a essa superfície serão denominados “SHAM TERPY”, “OVX SM TERPY” e 

“OVX SM RIS TERPY”. 

  

3.4.1 Síndrome metabólica  

Conforme o delineamento experimental, os dados clínicos referentes ao controle de 

peso, glicemia e índice de Lee foram coletados em todos os animais, de acordo com os 

períodos T1 (antes da cirurgia fictícia ou ovariectomia), T2 (antes da exodontia/instalação dos 

implantes) e T3 (antes da eutanásia), que foram critérios para caracterizar a síndrome 

metabólica, independente do tratamento de superfície dos implantes (SHAM, OVX SM e 

OVX SM RIS).  

 

3.4.2 Peso  

Nos grupos OVX SM e OVX SM RIS verifica-se um aumento significativo do peso 

dos animais do período T1 para T2, com certa estabilidade de T2 para T3. Para todos os 

grupos, houve diferença estatisticamente significante entre os períodos T1 e T2 (p=0,0001), e 

entre T1 e T3 (p=0,0001) (Figura 6). 

 

FIGURA 6 – Peso corporal em T1, T2 e T3 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre T1 e T2, e T1 e T3 em todos 

os grupos – Two-way ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

Já os grupos OVX SM e OVX SM RIS obtiveram diferença estatisticamente 

significante quando comparados ao peso corporal de SHAM, com valores de p=0,0001 (pós-

teste de Tukey) nas duas comparações.  

 

3.4.3 Glicemia 

No grupo SHAM, os valores de glicemia se apresentaram de maneira crescente de T1 

a T3. Já para OVX SM, nesse mesmo período, os valores exibiram certa constância. Para o 

grupo OVX SM RIS, de T1 para T2, foi verificada uma queda na glicemia dos animais, com 

discreto aumento nos valores de T2 para T3. Para todos os grupos, houve diferença 

estatisticamente significante entre os períodos T1 e T2 (p=0,0127), e entre T1 e T3 

(p=0,0004) (Figura 7). 

 

Figura 7 – Glicemia em T1, T2 e T3 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre T1 e T2, e T1 e T3 em todos 

os grupos – Two-way ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

 

Os grupos OVX SM e OVX SM RIS obtiveram diferença estatisticamente significante 

com valores de p=0,0018 (pós-teste de Tukey).  
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Para SHAM, o índice de Lee no período de T1 a T3 obteve uma linha discretamente 

ascendente, enquanto que, tanto para OVX SM e OVX SM RIS, houve um aumento nos 

valores médios de T1 a T2 e constância de T2 a T3.  Para todos os grupos, houve diferença 

estatisticamente significante entre os períodos T1 e T2 (p=0,0001), e entre T1 e T3 

(p=0,0001) (Figura 8). 

 

FIGURA 8 – Índice de Lee em T1, T2 e T3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre T1 e T2, e T1 e T3 em todos 

os grupos – Two-way ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

 

Os grupos OVX SM e OVX SM RIS obtiveram diferença estatisticamente significante 

quando comparados índice de Lee de SHAM, com valores de p=0,0001 (pós-teste de Tukey) 

nas duas comparações.  
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3.5 Análise Biomecânica – Torque reverso 

Foi observado um aumento no torque de remoção dos implantes ao grupo OVX SM 

TERPY quando comparado a OVX SM CONV (p=0,0402). Vale ressaltar que a superfície 

TERPY favoreceu o torque de remoção dos implantes nos outros grupos tratados (SHAM 

TERPY e OVX SM RIS TERPY), visto que tiveram melhores valores do que os grupos com 

instalação do implante convencional (Gráfico 5). 

 

GRÁFICO 5 – Biomecânica 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante em OVX SM TERPY em relação a 

todos os grupos – Two-way ANOVA e pós-teste de Sidak (p<0,05). 
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3.6 Análise de PCR em tempo real 

 

3.6.1 Fosfatase Alcalina (ALP) 

Para a expressão relativa do gene ALP, foi observada interação entre os fatores 

“superfície” e “condição sistêmica” (p=0,0048), com diferença estatisticamente significante 

para OVX SM TERPY quando comparado a SHAM CONV (p=0,0004) (Gráfico 6).  

 

GRÁFICO 6 – PCR em tempo real para ALP 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre OVX SM TERPY comparada 

a SHAM CONV – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 

 

3.6.2 Sialoproteína óssea (iBSP) 

A expressão relativa para o gene de iBSP, foi observada interação entre os fatores 

“superfície” e “condição sistêmica” (p<0,0001), com diferença estatisticamente significante 

para OVX SM RIS TERPY quando comparado a SHAM CONV (p=0,028) (Gráfico 7).  
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GRÁFICO 7 – PCR em tempo real para iBSP 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre OVX SM RIS TERPY 

comparada a SHAM CONV – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 

 

3.6.3 Osteocalcina (OCN) 

Na expressão relativa do gene para OCN, foi observada interação entre os fatores 

“superfície” e “condição sistêmica” (p=0,0002). Não houve com diferença estatisticamente 

significante (Gráfico 8).  

 

GRÁFICO 8 – PCR em tempo real para OCN 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). PCR em tempo real para OCN. Não houve diferença 

estatisticamente significante. 
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3.6.4 Osteoprotegerina (OPG) 

Para a expressão relativa de OPG, foi observada interação entre os fatores “superfície” 

e “condição sistêmica” (p<0,0001). Foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre SHAM CONV e OVX SM RIS CONV (p=0,0408), e entre SHAM CONV 

e SHAM TERPY (p=0,0096) (Gráfico 9).  

 

GRÁFICO 9 – PCR em tempo real para OPG 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre SHAM CONV vs OVX SM 

RIS CONV e SHAM TERPY – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 

 

3.6.5 Ativador do Receptor Nuclear Kappa B Ligante (RANKL) 

Para a expressão relativa de OPG, foi observada interação entre os fatores “superfície” 

e “condição sistêmica” (p=0,0001). Foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre SHAM CONV e OVX SM TERPY (p=0,0001), e entre SHAM CONV e 

OVX SM RIS TERPY (p=0,0171). Os valores superiores para o grupo ovariectomizado não 

tratado com instalação da superfície TERPY (OVX SM TERPY) corroboram com os achados 

iBSP para esse mesmo grupo, que podem indicar um melhor início da deposição da matriz 

óssea extracelular, bem como do turnover ósseo para essa superfície (Gráfico 10).  
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GRÁFICO 10 – PCR em tempo real para RANKL 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre SHAM CONV vs OVX SM 

TERPY e OVX SM RIS TERPY – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 

 

3.6.6 Fosfatase Ácida Resistente ao Ácido Tartárico (TRAP) 

Para a expressão relativa de TRAP, foi observada interação entre os fatores 

“superfície” e “condição sistêmica” (p=0,0005). Foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre SHAM CONV e OVX SM CONV (p=0,0002), indicando uma maior 

atividade osteoclástica para o grupo osteoporótico não tratado e instalação de implante de 

superfície convencional (Gráfico 11). 

 

GRÁFICO 11 – PCR em tempo real para TRAP
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre SHAM CONV e OVX SM 

CONV – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 
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3.6.7 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) 

Na expressão relativa do gene para VEGF, foi observada interação entre os fatores 

“superfície” e “condição sistêmica” (p=0,0016). A diferença estatisticamente significante foi 

observada para o grupo SHAM CONV quando comparado a OVX SM TERPY (p=0,0126) e 

OVX SM RIS TERPY (p=0,0332). Os maiores valores absolutos para OVX SM TERPY 

parecem controversos, porém, indicam que, mesmo na ausência do tratamento, a superfície 

funcionaliza favorece um potencial angiogênico na interface osso-implante, o que é 

confirmado a partir dos valores de OVX SM RIS TERPY, indicando que, tanto em relação ao 

grupo controle quanto para a superfície convencional, há um sinergismo entre o fármaco e a 

superfície TERPY (Gráfico 12).  

 

GRÁFICO 12 – PCR em tempo real para VEGF 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre SHAM CONV vs OVX SM 

TERPY e OVX SM RIS TERPY – Two-way ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05). 
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3.7 Microtomografia Computadorizada (Micro-CT) 

 Não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes para a análise de 

Micro-CT, somente para o fator “condição sistêmica” (p=0,0237). Quanto aos valores médios 

absolutos, verifica-se que para o volume ósseo (BV/TV), o grupo OVX SM RIS se 

assemelhou ao grupo SHAM, exibindo ainda que a superfície TERPY promoveu maiores 

valores para esse parâmetro, confirmado pela espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th) e 

superfície de intersecção (i.S), solidificando o sinergismo entre o risedronato e essa 

superfície, uma vez que os valores do grupo osteoporótico tratado se equiparam às condições 

sistêmica de normalidade (Figura 9).  

 

FIGURA 9 – Parâmetros da análise de Micro-CT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Volume ósseo (BV/TV), Espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th), Número 

de trabéculas (Tb.N), Separação de trabéculas (Tb.Sp) e Superfície de intersecção (i.S). Não houve diferença 

estatisticamente entre a condição sistêmica, uso ou não do fármaco e as diferentes superfícies. 
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3.8 Microscopia Confocal a Laser (histometria dinâmica peri-implantar) 

Em função do delineamento experimental proposto neste estudo, a coloração verde 

(calceína) refere-se ao osso antigo (fluorocromo injetado inicialmente) e a coloração vermelha 

(alizarina) refere-se ao osso novo (fluorocromo injetado por último) (Figura 10). Os valores 

numéricos representam a área de osso formada a partir da precipitação de cálcio na matriz 

óssea. 

 

FIGURA 10 – Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser para 

todos os grupos e suas respectivas superfícies 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). Imagens sobrepostas de ambos os fluorocromos para todos os grupos e suas 

respectivas superfícies. 
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3.8.1 Taxa de Aposição Mineral Diária (MAR) 

Os valores para a MAR revelaram interação entre os parâmetros “superfície” e 

“condição sistêmica” (p=0,0004). Houve diferença estatisticamente significante entre as 

superfícies CONV e TERPY para o grupo OVX SM RIS (p=0,052). Esses dados sugerem um 

sinergismo entre a superfície e o risedronato durante a aposição mineral óssea diária, já que os 

maiores valores absolutos se dão para esse grupo (OVX SM RIS TERPY) e ainda, que a 

superfície possa favorecer esta ação devido a um melhor valor médio obtido para o grupo 

OVX SM TERPY quando comparado a OVX SM CONV, corroborando com os achados da 

análise microtomográfica (Gráfico 13).  

 

Gráfico 13 – MAR 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). Diferença estatisticamente significante entre CONV e TERPY para OVX 

SM RIS – Two-way ANOVA e pós-teste de Tukey (p<0,05). 

 

3.8.2 Extensão linear de contato osso-implante (ELCOI) 

A quantificação da extensão linear de contato osso-implante revelou interação entre os 

parâmetros “superfície” e “condição sistêmica” (p=0,0486), porém, sem diferenças 

estatisticamente significantes. Foram revelados maiores valores absolutos para a superfície 

funcionalizada nos grupos osteoporóticos tanto tratados (OVX SM RIS TERPY) quanto não 

tratados (OVX SM TERPY), validando os achados para esses mesmos grupos quanto à MAR 

(Gráfico 14).  
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GRÁFICO 14 – ELCOI 
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Fonte: GraphPad Prism 7.03 (2021). ELCOI. Não houve diferença estatisticamente entre a condição sistêmica, 

uso ou não do fármaco e as diferentes superfícies. 
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4 DISCUSSÃO 

O modelo experimental selecionado visou mimetizar os efeitos deletérios ocasionados 

pela osteoporose, a partir da cirurgia de ovariectomia associada à dieta de cafeteria, a fim de 

induzir a síndrome metabólica; nesse estudo, os animais foram caracterizados como 

portadores de deficiência de estrógeno, fator predisponente para caracterização da 

osteoporose [64,65]. Além da privação de estrógeno, o período pós-menopausa provoca 

alterações como aumento do percentual de gordura visceral, resistência à insulina e 

dislipidemias, alterações diretamente correlacionadas à síndrome metabólica [66] e situações 

sistêmicas interrelacionadas amplamente observadas durante o manejo do paciente na prática 

clínica [66,67]. Para tanto, houve a necessidade de padronização da dieta de cafeteria 

administrada nos animais para a simulação dessa condição [54,55]. 

Os níveis de glicemia avaliados, não mostraram diferença estatisticamente 

significante, no entanto, os maiores valores iniciais desse parâmetro nos grupos OVX SM e 

OVX SM RIS sugerem o início de uma condição de resistência à insulina em função da dieta 

hipercalórica. Quanto ao peso dos animais, foi possível observar que a remoção dos ovários 

potencializou tanto o ganho peso corporal, quanto a caracterização da obesidade a partir do 

índice de Lee para OVX SM e OVX SM RIS, os quais apresentaram maiores valores 

absolutos para esses parâmetros, dando-lhes a condição mimetizada de síndrome metabólica, 

uma vez que a obesidade é um componente primordial desta patologia [68], validada pela 

diferença estatística desses dois grupos quando comparados a SHAM, e ainda corroborando 

com achados na literatura, onde a dieta de cafeteria também revelou valores superiores de 

peso corporal, gordura subcutânea e gordura retroperitoneal em ratos eutanasiados aos 100 

dias pós-operatórios [69]. No presente estudo, os períodos de avaliação clínica foram 

pontuais, e, devido ao tempo de execução do experimento, os animais apenas mimetizaram a 

condição de síndrome metabólica, ainda que dados da literatura demonstrem que a dieta 

hiperglicídica leva ao aumento da glicemia de jejum em ratos Wistar [70], que a resistência 

insulínica seja considerada como base fisiopatológica da síndrome metabólica [71], e que a 

obesidade visceral é um sinal clínico da resistência à insulina, embora esta possa existir 

desacompanhada de aumento de peso [68]. 

Estudos desenvolvidos onde a presença ou ausência da síndrome metabólica foram 

comparadas validam que essa alteração desenvolve papel fundamental sobre o metabolismo 

do tecido ósseo; há resultados controversos do efeito da síndrome metabólica sobre a 

densidade óssea [66,72]. O risedronato de sódio foi o fármaco escolhido por ser considerado o 
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mais comumente utilizado, junto ao alendronato de sódio, fármaco com efeitos bem descritos 

sobre sua ação quanto ao reparo alveolar e peri-implantar [73-75], tornando-se pertinente o 

estudo de outro bifosfonato para o delineamento experimental. 

O risedronato de sódio é um bifosfonato oral amplamente prescrito para o tratamento 

da osteoporose pós-menopáusica [76]. Estudos demonstraram sua expressiva eficácia na 

prevenção de fraturas em mulheres nessa fase
 
[77] através do seu mecanismo de ação 

antirreabsortivo, que atua reduzindo a taxa de remodelação óssea e suprimindo a ação 

osteoclástica. Embora seja favorável na prevenção de fraturas e manutenção de densidade 

mineral óssea, o uso dos bifosfonatos tem sido associado ao desenvolvimento de osteonecrose 

dos maxilares, uma vez que esses agentes podem diminuir o suprimento sanguíneo através da 

indução de apoptose celular endotelial, prejudicando a angiogênese [21,78,79]; além disso, a 

ausência da diferenciação e função dos osteoclastos afeta a liberação de citocinas e fatores de 

crescimento derivados de osteoclastos responsáveis por ativar a formação óssea [78,79]. Dessa 

forma, o uso desse fármaco pode inibir o turnover ósseo e, em relação a dose, período de uso 

e comorbidades imunossupressoras, pode levar ao quadro de osteonecrose [80,81]. A principal 

hipótese levantada nesse estudo é de que se a superfície do implante funcionalizada com a TERPY, 

liberada localmente, poderia melhorar a dinâmica do metabolismo ósseo peri-implantar e seu 

consequente reparo em indivíduos que fazem uso de bifosfonatos.  

O modelo de instalação de implante imediato após exodontia do primeiro molar 

superior em maxila de ratas foi escolhido, onde o período de 28 dias de experimento reflete 

diretamente em menores interferências externas sobre o processo de reparo, e ainda, levando-

se em consideração que a ocorrência da queda do torque reverso aos 42 dias pós-operatórios 

evidencia a coexistência de uma fator crítico que altera consideravelmente a estabilidade 

secundária, aumentando drasticamente a possibilidade de falha da osseointegração [82]. O 

período de 28 dias apresenta-se como opção segura e sensata para o estudo da 

osseointegração, sendo considerado um modelo experimental viável pela literatura [56,82,83]. 

A associação entre o fármaco administrado sistemicamente para o tratamento de 

osteoporose (risedronato) junto a uma biomolécula sobre a superfície dos implantes, com o 

objetivo de melhorar o processo de reparo peri-implantar sem que houvesse prejuízo na 

densidade mineral óssea, a TERPY, desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Laboratório de 

Química Analítica do Departamento de Física e Química da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto [84], foi eleita devido a sua  propriedade doadora de óxido 

nítrico e sua potencial  manutenção da vascularização no sítio reparacional, que poderia estar 

prejudicado pela utilização do antirreabsortivo [27,85].  
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Os resultados das culturas de células foram fundamentais para a seleção da 

concentração da TERPY. A partir do conjunto de dados avaliados, a substância de menor 

concentração mostrou-se mais efetiva e com menor genotoxicidade celular. Poucas diferenças 

foram observadas entre as duas concentrações avaliadas e, assim, a menor concentração do 

fármaco foi selecionada (10µM) para a realização dos experimentos in vivo, principalmente 

por ser o primeiro estudo conduzido no LSMT com esse design experimental [46]. 

Os dados da análise biomecânica por torque reverso foram melhores para superfície 

TERPY em todos os grupos experimentais, conferindo um maior contato osso-implante e 

estabilidade aos 28 dias pós-operatórios. O grupo OVX SM TERPY apresentou maiores 

valores durante a remoção dos implantes, validando a possível maturação do grau de 

mineralização do tecido ósseo peri-implantar da superfície tratada com o agente local, diante 

dos efeitos deletérios da alteração sistêmica mimetizada. Um estudo pregresso evidenciou o 

baixo torque de remoção frente a utilização de alendronato de sódio [75], os valores obtidos 

foram muito próximos dos observados nos animais portadores de osteoporose; esse aspecto 

não foi confirmado nesse estudo, uma vez que OVX SM RIS mostrou maiores valores 

absolutos quando comparado ao animal com comprometimento sistêmico (OVX SM) sem 

tratamento com o risedronato.  

 Os resultados referentes a microarquitetura óssea apresentados não evidenciaram 

diferenças estatisticamente significantes. Parâmetros relacionados à caracterização das 

trabéculas (BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp) mostraram-se semelhantes em todos os grupos e 

superfícies avaliadas. Um aumento de volume ósseo (BV/TV) foi observado em torno dos 

implantes funcionalizados com TERPY em SHAM e OVX SM RIS, conforme determinado 

pela histomorfometria; mesmo que sem diferença estatística, corrobora com achados que 

sustentam a ação de manutenção do tecido ósseo associado ao uso do risedronato de sódio 

[86], a superfície TERPY de ação local pareceu melhorar esse parâmetro [87]. O risedronato 

de ação sistêmica sugere ação sinérgica com a superfície funcionalizada durante a modulação 

de fatores celulares que agem via sinalização autócrina/parácrina para indução da formação 

óssea local [88,89], ao passo de que os resultados do parâmetro superfície de intersecção (i.S) 

também evidenciaram maiores valores para a superfície TERPY em relação ao contato osso-

implante para o grupo SHAM e OVX SM RIS, sustentando essa hipótese e revalidando os 

achados de expressão gênica da proteína OPG para SHAM TERPY, onde sugere-se um 

melhor início da precipitação mineral óssea para essa superfície, assim como para expressão 

de iBSP no grupo OVX SM RIS TERPY. Ademais, essa premissa justifica um padrão de 

formação óssea peri-implantar no grupo SHAM e OVX SM RIS, com tendência ao 
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desenvolvimento de trabéculas mais espessas quando utilizado o implante funcionalizado com 

a TERPY, mantendo-se de maneira constante quanto ao número e separação de trabéculas 

ósseas aos 28 dias pós-operatórios. Quanto a SHAM e OVX SM RIS, os valores médios 

absolutos de volume ósseo (BV/TV) foram semelhantes, com aumento para a superfície 

TERPY nesses dois grupos, confirmados pela espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th) e 

superfície de intersecção (i.S), solidificando a ação do risedronato de sódio [86] e seu 

sinergismo com a superfície TERPY, uma vez que os valores do grupo OVX SM RIS se 

equiparam às condições sistêmica de normalidade (SHAM).  

 Os resultados da dinâmica óssea através das marcações com fluorocromos, reafirmam 

que a associação fármaco sistêmico e funcionalização local tiveram um efeito sinérgico que 

contribuiu para a melhora no turnover ósseo peri-implantar, sendo possível notar a melhora na 

precipitação mineral diária quando houve a funcionalização da superfície dos implantes, 

especialmente no grupo OVX SM RIS. Portanto, os resultados apresentados referentes ao 

turnover ósseo e a dinâmica do tecido ósseo mostraram que, localmente, a biomolécula foi 

capaz de ativar respostas celulares que mantiveram a precipitação mineral junto à superfície 

dos implantes. Quanto ao grupo OVX SM, na presença da superfície TERPY, houve um 

aumento nos valores absolutos na extensão linear de contato osso-implante (ELCOI) e valores 

constantes de taxa de aposição mineral diária (MAR) quando comparado a SHAM, 

caracterizando uma melhora nos parâmetros do tecido ósseo reparacional avaliados, 

apontando um papel significativo dessa biomolécula na presença da alteração sistêmica sem o 

tratamento com o bifosfonato.  

 A resposta antirreabsortiva local promovida pelo risedronato administrado 

sistemicamente parece ter sido melhorada na superfície funcionalizada, devido aos resultados 

observados na expressão de genes que estão envolvidos na remodelação óssea. Dessa 

maneira, na presença da superfície funcionalizada, a expressão iBSP e OCN foi discretamente 

aumentada, além de equilíbrio entre OPG e RANKL para OVX SM RIS, e, para OVX SM 

TERPY, um aumento significativo para ALP e também um discreto aumento para iBSP e 

OCN e equilíbrio entre OPG e RANKL, favorecendo a afirmação de que a superfície 

funcionalizada parece ter efeitos benéficos no reparo peri-implantar, uma vez o aumento da 

expressão da TRAP para o grupo OVX SM CONV corrobora com essa proposição, assim 

como os dados obtidos a partir da MAR e ELCOI para OVX SM TERPY e OVX SM RIS 

TERPY. Quanto a VEGF, observou-se um aumento significativo na presença da TERPY. Os 

maiores valores absolutos dessa proteína para OVX SM TERPY parecem controversos, 

porém, indicam que, mesmo na ausência do tratamento, a superfície funcionaliza favorece um 
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potencial angiogênico na interface osso-implante, o que é confirmado a partir dos valores de 

OVX SM RIS TERPY, tendo a TERPY como um doador óxido nítrico que pode modular a 

atividade da óxido nítrico-sintase endotelial, sendo esta uma das isoformas mais relevantes 

durante o processo de reparo ósseo [90], com ampla expressão em células no estroma de 

osteoblastos, osteócitos e osteoclastos [91], reforçando a atividade síncrona entre o fármaco e 

a superfície funcionalizada. Não obstante, o efeito antirreabsortivo do risedronato de sódio 

pareceu ser amenizado pela biomolécula devido ao aumento na expressão do gene VEGF, 

legitimando a atuação da TERPY no sítio reparacional, uma vez que o óxido nítrico é 

regulador dos eventos fitopatológicos da angiogênese e que a óxido nítrico-sintase endotelial 

atua sobre o turnover ósseo mantendo a integridade desse tecido [90,92,93].  

Na comparação das superfícies, a TERPY revelou um desempenho favorável através 

da histomorfometria, expressão gênica, torque reverso e pela dinâmica óssea de fluorocromos. 

Essa última análise indica que a atividade do tecido ósseo é preservada quando a TERPY é 

incorporada à superfície dos implantes e que mesmo na presença do bifosfonato, seu turnover 

é mantido. Ainda, a biomolécula promoveu estímulos locais no sítio reparacional que 

pareceram diminuir o efeito antirreabsortivo do risedronato, inibindo seus efeitos 

antiogiogênicos e de supressão osteoclástica, beneficiando a osseointegração dos implantes 

instalados [20, 21, 79, 94].  
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5 CONCLUSÃO 

Com base nas análises in vivo, pode-se concluir que a TERPY é uma biomolécula que 

estimula a precipitação mineral de forma positiva sobre o reparo peri-implantar quando 

comparada à superfície convencional e, frente à deficiência de estrógeno, age sinergicamente 

ao risedronato de sódio, inibindo seus efeitos sobre o metabolismo ósseo e favorecendo a 

osseointegração de implantes instalados em animais comprometidos sistemicamente.   
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