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RESUMO 

SANTOS, J. S. Funcionalização de implantes produzidos por manufatura 

aditiva com Vitamina K2: reparo ósseo peri-implantar em modelo pré-clínico de 

deficiência de estrogênio. 2026. Tese (Doutorado) – Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Faculdade de Odontologia, Araçatuba, 2026. 

A deficiência de estrogênio compromete o metabolismo e a microarquitetura óssea, 

podendo prejudicar o reparo peri-implantar e a osseointegração. O presente estudo 

avaliou a resposta do tecido ósseo peri-implantar a implantes de titânio produzidos 

por manufatura aditiva, sólido ou com câmara oca de osseointegração, 

funcionalizados com Vitamina K2, em modelo experimental de deficiência 

estrogênica. A pesquisa compreendeu etapas in vitro e in vivo. Na etapa in vitro, 

células osteoblásticas obtidas da medula óssea femoral de ratas (n = 9) foram 

cultivadas para avaliação da viabilidade celular, conteúdo de proteína total, atividade 

de fosfatase alcalina, formação de nódulos de mineralização e morfologia celular. Na 

etapa in vivo, foram utilizadas 64 ratas Wistar, distribuídas em oito grupos 

experimentais (n = 8 por grupo), de acordo com a combinação de três fatores: 

condição sistêmica, controle (SHAM) ou ovariectomizada (OVX); tipo de implante, 

sólido (SO) ou com câmara oca de osseointegração (CO); e tratamento de 

superfície, convencional (CONV) ou funcionalizado com Vitamina K2 (VK2). Dessa 

forma, foram constituídos os grupos SHAM SO CONV, SHAM SO VK2, SHAM CO 

CONV, SHAM CO VK2, OVX SO CONV, OVX SO VK2, OVX CO CONV e OVX CO 

VK2. Os implantes foram instalados nas tíbias, com avaliações aos 14 e 28 dias pós-

operatórios, por meio de torque reverso, PCR em tempo real e microtomografia 

computadorizada. A análise molecular contemplou fosfatase alcalina, osteocalcina, 

fator de crescimento do endotélio vascular, osteoprotegerina e ligante do receptor 

ativador do fator nuclear Kappa B. A avaliação microtomográfica compreendeu 

percentual de volume ósseo, número, espessura e separação trabecular, além da 

superfície de intersecção. Na etapa in vitro, a Vitamina K2 promoveu maior atividade 

metabólica celular aos 7 dias, sem aumento correspondente da diferenciação 

osteoblástica ou mineralização. Na etapa in vivo, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas no torque reverso aos 14 dias. A análise molecular 

evidenciou alterações na relação entre osteoprotegerina e seu ligante nos animais 



 

ovariectomizados, enquanto os implantes com câmara oca funcionalizados com 

vitamina K2 apresentaram alterações na expressão de fosfatase alcalina e fator de 

crescimento do endotélio vascular. A microtomografia demonstrou maiores valores 

de volume ósseo e número de trabéculas aos 28 dias nos animais controle com 

implantes sólidos convencionais, enquanto os animais ovariectomizados com 

implantes de câmara oca funcionalizados apresentaram maiores valores absolutos 

de espessura e número trabecular aos 14 dias em comparação aos 28 dias. 

Concluiu-se que a deficiência de estrogênio modificou a resposta molecular e a 

microarquitetura óssea peri-implantar, enquanto a funcionalização com Vitamina K2 

esteve associada a alterações celulares e moleculares nas fases iniciais do reparo, 

sem demonstrar superioridade na mineralização ou estabilidade biomecânica dos 

implantes. 

Palavras-chave: implantes dentários; osseointegração; estrogênios; vitamina K 2. 

  



 

ABSTRACT 

SANTOS, J. S. Functionalization of additively manufactured implants with 

Vitamin K2: peri-implant bone healing in a preclinical model of estrogen deficiency. 

2026. Tese (Doutorado) – Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de 

Odontologia, Araçatuba, 2026. 

Estrogen deficiency compromises bone metabolism and microarchitecture, potentially 

impairing peri-implant bone healing and osseointegration. The present study 

evaluated the peri-implant bone tissue response to additively manufactured titanium 

implants, either solid or featuring a hollow osseointegration chamber, functionalized 

with Vitamin K2, in an experimental model of estrogen deficiency. The research 

comprised in vitro and in vivo phases. In the in vitro phase, osteoblastic cells 

obtained from the femoral bone marrow of rats (n = 9) were cultured to assess cell 

viability, total protein content, alkaline phosphatase activity, mineralized nodule 

formation, and cell morphology. In the in vivo phase, 64 female Wistar rats were 

allocated into eight experimental groups (n = 8 per group), according to the 

combination of three factors: systemic condition, sham-operated control (SHAM) or 

ovariectomized (OVX); implant design, solid (SO) or with a hollow osseointegration 

chamber (CO); and surface treatment, conventional (CONV) or functionalized with 

Vitamin K2 (VK2). Accordingly, the following groups were established: SHAM SO 

CONV, SHAM SO VK2, SHAM CO CONV, SHAM CO VK2, OVX SO CONV, OVX 

SO VK2, OVX CO CONV, and OVX CO VK2. The implants were placed in the tibiae, 

with evaluations performed at 14 and 28 postoperative days using reverse torque 

testing, real-time polymerase chain reaction, and microcomputed tomography. 

Molecular analysis included alkaline phosphatase, osteocalcin, vascular endothelial 

growth factor, osteoprotegerin, and receptor activator of nuclear factor kappa B 

ligand. Microtomographic evaluation included bone volume fraction, trabecular 

number, thickness, and separation, as well as intersection surface. In the in vitro 

phase, Vitamin K2 promoted greater cellular metabolic activity at 7 days, without a 

corresponding increase in osteoblastic differentiation or mineralization. In the in vivo 

phase, no statistically significant differences in reverse torque were observed at 14 

days. Molecular analysis revealed alterations in the osteoprotegerin/receptor 

activator of nuclear factor kappa B ligand ratio in ovariectomized animals, whereas 

implants with hollow osseointegration chambers functionalized with Vitamin K2 



 

exhibited changes in alkaline phosphatase and vascular endothelial growth factor 

expression. Microcomputed tomography demonstrated higher bone volume fraction 

and trabecular number at 28 days in control animals receiving conventional solid 

implants, whereas ovariectomized animals receiving functionalized hollow-chamber 

implants exhibited higher absolute values of trabecular thickness and number at 14 

days compared with 28 days. It was concluded that estrogen deficiency altered the 

molecular response and peri-implant bone microarchitecture, whereas Vitamin K2 

functionalization was associated with cellular and molecular changes during the early 

stages of bone healing, without demonstrating superior mineralization or 

biomechanical implant stability. 

Keywords: osseointegration; dental implants; estrogens; vitamin K 2. 

  



 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 – Implante com câmara oca de osseointegração 21 

Figura 2 – Viabilidade celular 27 

Figura 3 – Conteúdo de proteína total 27 

Figura 4 – Fosfatase alcalina 28 

Figura 5 – Quantificação de cálcio 28 

Figura 6 – Nódulos de mineralização 29 

Figura 7 – Micrografias obtidas por MEV 29 

Figura 8 – Torque reverso 30 

Figura 9 – PCR para superfície convencional 30 

Figura 10 – PCR para superfície funcionalizada com VK2 31 

Figura 11 – Microtomografia computadorizada 32 

  



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ALP Fosfatase Alcalina 

BV/TV Volume ósseo 

FE-MEV Field Emission Microscopia Eletrônica de Varredura 

i.S Superfície de intersecção 

LbL Layer by Layer 

MK-7 Menaquinona 

MTT Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol 

OCN Osteocalcina 

OPG Osteoprotegerina 

OVX Ovariectomizadas 

RANK-L Receptor Nuclear Kappa B ligante 

Tb.N Número de trabéculas 

Tb.Sp Separação de trabéculas 

Tb.Th Espessura trabecular 

VEGF Fator de Crescimento do Endotélio Vascular 

 

  



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO 14 

2 MATERIAL E MÉTODOS 16 

2.1 Validação da superfície 16 

2.1.1 Preparo dos discos de titânio 16 

2.1.2 Funcionalização da superfície dos discos de titânio com a biomolécula de 

Vitamina K2 16 

2.1.3 Obtenção, cultura e condições de crescimento celular 17 

2.1.4 Análise da viabilidade celular – MTT 18 

2.1.5 Quantificação de proteínas pelo método de Lowry 18 

2.1.6 Análise da atividade de fosfatase alcalina 18 

2.1.7 Análise da formação de nódulos de mineralização 19 

2.1.8 Análise morfológica da adesão celular por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) 20 

2.1.9 Análise estatística 20 

2.2 Etapa in vivo 20 

2.2.1 Obtenção dos implantes 20 

2.2.2 Funcionalização da superfície dos implantes 21 

2.2.3 Animais 22 

2.2.3.1 Cirurgia de ovariectomia 22 

2.2.3.2 Cirurgia de instalação de implantes 23 

2.2.3.3 Divisão de grupos 24 

2.3 Análises 24 

2.3.1 Análise do torque reverso 24 

2.3.2 PCR em tempo real 24 

2.3.3 Microtomografia computadorizada 25 

2.3.4 Estatística 26 

3 RESULTADOS 27 

3.1 Etapa in vitro 27 

3.2 Etapa in vivo 30 

4 DISCUSSÃO 33 

5 CONCLUSÃO 38 

REFERÊNCIAS 39 



 

ANEXOS 43 

 

 



14 

1 INTRODUÇÃO 

A osteoporose é uma doença metabólica caracterizada pela redução da 

massa óssea e pela deterioração da microarquitetura óssea, decorrente do 

desequilíbrio entre a formação e a reabsorção do tecido ósseo, resultando em maior 

suscetibilidade a fraturas1. Sua elevada prevalência, especialmente entre mulheres 

na pós-menopausa, reflete a relevância clínica e epidemiológica desta alteração 

sistêmica2. Dentre as diferentes formas, a osteoporose pós-menopáusica é a mais 

frequente, sendo a deficiência de estrogênio o principal fator desencadeante da 

perda óssea e da deterioração da qualidade do tecido ósseo3. 

Nesse contexto, o comprometimento da qualidade óssea decorrente da 

deficiência estrogênica representa um desafio para a previsibilidade do reparo peri-

implantar, reforçando a necessidade de estratégias capazes de favorecer a resposta 

do tecido ósseo frente a condições sistêmicas desfavoráveis. Assim, diferentes 

abordagens voltadas à modificação das propriedades físico-químicas e estruturais 

dos implantes têm sido investigadas com o objetivo de otimizar a osseointegração4-6. 

Entre essas estratégias, a manufatura aditiva permite a produção de diferentes 

arquiteturas tridimensionais e a incorporação de características estruturais que 

podem favorecer a interação entre o implante e o tecido ósseo4,6. 

A produção tridimensional de implantes pode oferecer a personalização de 

geometrias complexas, como a porosidade e rugosidade superficial, que por sua 

vez, podem influenciar a performance biológica do reparo peri-implantar e, 

consequentemente, a osseointegração4,6. A alteração topográfica estrutural de um 

implante dentário fornece um efeito bioativo para manutenção do coágulo sanguíneo 

e aos receptores do processo de mineralização, reorganizando a formação das fases 

iniciais matriz mineral óssea4,6,7. 

Para a fabricação de implantes com câmara oca de osseointegração, a 

tesselação de Voronoi tem se mostrado eficaz frente a criação de scaffolds 

biomiméticos de tecido ósseo8-10. O desenvolvimento de novas topografias poderia 

mimetizar condições sistêmicas que afetam o metabolismo ósseo e que afetam 

diretamente sua macroarquitetura, o que forneceria uma melhor compreensão de 

como essas mudanças afetariam os estágios iniciais da osseointegração, bem como 
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a elucidação das viabilidades de associação de técnicas, como a de substâncias 

químicas pró-osteogênicas em drug delivery na superfície de implantar6,7,9. 

A Vitamina K2, especialmente na forma de menaquinona-7 (MK-7), é relatada 

na literatura como agente modulador do metabolismo ósseo devido à sua 

biodisponibilidade e maior meia-vida plasmática em comparação com outras 

isoformas11,12. Seu principal mecanismo de ação envolve a ativação de proteínas 

dependentes de Vitamina K por meio da γ-carboxilação, especialmente da 

osteocalcina, proteína sintetizada pelos osteoblastos cuja forma carboxilada 

apresenta afinidade pela hidroxiapatita, favorecendo a incorporação de cálcio à 

matriz óssea e a adequada mineralização do tecido ósseo11,13. Além disso, a 

Vitamina K2 estimula a produção de matriz óssea e a síntese de colágeno, reduz a 

remodelação óssea exacerbada e preserva a resistência mecânica do tecido ósseo, 

efeitos que se mostram particularmente relevantes em condições de deficiência 

estrogênica, nas quais o aumento da reabsorção óssea compromete a arquitetura e 

a qualidade trabecular11,12. 

Desta forma, a incorporação de Vitamina K2 em implantes produzidos por 

manufatura aditiva representa uma estratégia benéfica para potencializar a 

regeneração óssea em condições sistêmicas desfavoráveis, como a osteoporose 

induzida pela deficiência de estrógeno. Considerando os efeitos da Vitamina K2 

sobre a mineralização da matriz óssea, a síntese de matriz extracelular e a 

modulação da remodelação óssea11-13, sua liberação diretamente no sítio peri-

implantar pode favorecer a osseointegração e aprimorar a estabilidade biológica e 

mecânica dos implantes. 

Isso posto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento do 

tecido ósseo peri-implantar em resposta a implantes produzidos por manufatura 

aditiva e funcionalizados com Vitamina K2, em modelo pré-clínico de deficiência 

estrogênica, por meio das análises de torque reverso, análise molecular (PCR em 

tempo real) e microtomografia computadorizada. 
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5 CONCLUSÃO 

Com relação ao modelo de deficiência estrogênica e à utilização de 

implantes sólidos ou com câmara oca de osseointegração funcionalizados com 

Vitamina K2, a ovariectomia promoveu alterações na resposta molecular e na 

microarquitetura óssea peri-implantar, corroborando a aplicabilidade do modelo 

experimental para avaliar o reparo ósseo sob comprometimento sistêmico. A 

funcionalização com Vitamina K2 esteve associada a respostas celulares e 

moleculares mais evidentes nas fases iniciais do reparo, particularmente nos 

implantes com câmara oca de osseointegração, embora não tenham sido 

observados efeitos superiores sobre diferenciação e mineralização in vitro ou sobre 

o torque reverso.
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