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Chagas AC. Andlise de hidrogel contendo naringenina e seus efeitos sobre os
osteoblastos: estudo in vitro [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2025.

RESUMO

A incidéncia de falhas na instalacéo de implantes osseointegrados na cavidade oral
pode estar relacionada ao aumento da expressao de metaloproteinases da matriz
(MMPSs). A super-expresséo destas enzimas pode resultar em intensa degradacéao da
matriz extracelular, atrasando ou impedindo o processo de reparo. As MMPs séo
endogenamente controladas por proteinas chamadas de inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). Assim, o equilibrio entre a sintese de MMPs e TIMPs
garante a homeostasia tecidual e também o processo de reparo e remodelacdo dos
tecidos. Considerando esses conceitos, diferentes terapias adjuvantes tem sido
propostas e avaliadas, visando auxiliar no reparo dos tecidos peri-implantares, por
meio da modulacéo da resolucéo da fase inflamatoria. Dentre estas estratégias, 0 uso
de bioflavondides, como a naringenina, tem demonstrado efetividade na resposta de
osteoblastos e fibroblastos de gengiva, além de outras células, modulando
positivamente a proliferacdo celular e negativamente a expressao génica e protéica
de mediadores pré-inflamamatorios. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
de um hidrogel contendo sobre osteoblastos. Inicialmente, foi realizada a incorporacao
da naringenina ao hidrogel de metacrilato de gelatina em duas concentracdes, 1 e 2%
e o cultivo dos osteoblastos sobre os mesmos. Apos analise da viabilidade celular, o
hidrogel contendo 1% de NA foi selecionado para as analises subsequentes, que
consistiram da analise de adesao e sintese e expressao de MMPs e TIMPs. Entéo,
apo6s o preparo do hidrogel, foram realizadas andalises de morfologia, taxa de
degradacao e hidrofilicidade, liberacdo de NA. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente por meio dos testes ANOVA e Tukey. O hidrogel demonstrou
estabilidade de aproximadamente 7 dias e liberacdo de NA por 21 dias. A viabilidade
celular foi semelhante ao grupo controle, sendo que a sintese de MMPs foi
negativamente modulada na presenca de NA. Portanto a aplicacdo do hidrogel
contendo NA 1% foi efetiva na melhora da adesao de osteoblastos sobre a superficie
de titanio, bem como na modulacao da resposta dessas células.

Palavras — chave: Titanio. Flavonoides. Metaloproteinases da matriz. Osteoblastos.



Chagas AC. Analysis of hydrogel containing naringenin and its effects on
osteoblasts: in vitro study [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2025.

ABSTRACT

The failure of osseointegrated implant placement in the oral cavity may be associated
with increased expression of matrix metalloproteinases (MMPs). The overexpression
of these enzymes can lead to extensive extracellular matrix degradation, thereby
delaying or impairing the tissue repair process. MMPs are endogenously regulated by
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), and the balance between MMP and
TIMP synthesis is essential for maintaining tissue homeostasis, as well as for the repair
and remodeling of peri-implant tissues. In this context, various adjunctive therapies
have been proposed and investigated to promote the resolution of the inflammatory
phase and enhance peri-implant tissue repair. Among these strategies, the use of
bioflavonoids, such as naringenin, has demonstrated promising effects on osteoblasts
and gingival fibroblasts, as well as other cell types, by positively modulating cell
proliferation and downregulating the gene and protein expression of pro-inflammatory
mediators. Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of a naringenin-
containing hydrogel on osteoblasts. Initially, naringenin was incorporated into a gelatin
methacrylate hydrogel at concentrations of 1% and 2%, followed by osteoblast culture
on these substrates. Based on cell viability analysis, the hydrogel containing 1%
naringenin was selected for further investigations, including adhesion assessment and
the synthesis and expression of MMPs and TIMPs. Subsequently, the hydrogel was
characterized in terms of morphology, degradation rate, hydrophilicity, and naringenin
release profile. The obtained data were statistically analyzed using ANOVA and
Tukey’s test. The hydrogel exhibited stability for approximately seven days and
sustained naringenin release for 21 days. Cell viability was comparable to that of the
control group, while MMP synthesis was downregulated in the presence of naringenin.
Therefore, the application of the hydrogel containing 1% naringenin proved to be
effective in enhancing osteoblast adhesion to titanium surfaces, as well as in
modulating the cellular response, suggesting its potential as a biomaterial for improving
peri-implant tissue repair.

Keywords: Titanium. Flavonoids. Matrix metalloproteinases. Osteoblasts.
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1 INTRODUCAO

O reparo peri-implantar depende da adesé@o de osteoblastos a superficie do
implante, bem como da deposigéo e mineralizagéo da matriz extracelular ao redor dos
mesmos, dando estabilidade e longevidade aos implantes osseointegrados. Portanto,
0 processo de ossteointegracao dos implantes endo-0sseos se caracteriza como um
contato direto entre o implante e o tecido 6sseo maduro, que permite que este seja
submetido a cargas funcionais?.

Diversos fatores podem influenciar no processo de osseointegracdo, como 0
sitio anatémico, volume de tecido ésseo disponivel, trauma cirurgico, tipo de material
utilizado, condicdo periodontal do paciente, além da capacidade de reparo do tecido
receptor®. A migracdo dos osteoblastos para a superficie dos implantes, sua adesao,
proliferacéo e sintese de matriz 6ssea sao eventos cruciais na obtencao de um tecido
0sseo maduro, cuja interface peri-implantar deve ter potencial para suportar cargas
mastigatorias. Desta forma, eventos que possam interferir nestas funcdes celulares
podem resultar no atraso ou em falhas no processo de osseointegracao®.

Sabe-se que a manutencdo prolongada da fase inflamatoria pds-implante
resulta em aumento da expressédo de mediadores pro-inflamatorios no sitio cirdrgico,
podendo resultar em atraso do reparo peri-implantar, tal evento também pode estar
relacionado a maior sintese e atividade de metaloproteinases da matriz (MMPSs).

A sintese e atividade de metaloproteinases da matriz (MMPS) parece exercer
papel importante na remodelacdo da matriz extracelular dos tecidos 6sseo e mucoso
peri-implantar®. Essas enzimas tém atividade proteolitica, mais evidentemente
colagenolitica e sdo capazes de degradar proteinas da matriz extracelular. Porém, em
niveis exacerbados, as MMPs podem promover intensa degradacdo da matriz
colagena, o que parece estar diretamente associado com o aumento da severidade
das peri-implantites®®. Estudos anteriores demonstraram uma correlacdo positiva
entre a presenca de mediadores inflamatérios e a sintese e atividade de MMPs?°,
Além disso, as MMPs também parecem exercer um feedback positivo na sintese de
citocinas pro-inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-
6 (IL-6). Estes achados confirmam a relacdo entre as MMPs e a doenca peri-
implantartt.

Devido a preocupagdo com o reparo peri-implantar e osseointegracdo do

implante, lancar mao de tratamentos coadjuvantes para efetividade e sucesso do
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reparo pode ser uma alternativa pertinente. Os flavonoides sao derivados de plantas,
de acordo com Bae et al'? (1999) e Havsteen et al'® (1983), foram considerados
terapéuticos e preventivos pois séo eficazes contra doencgas. A naringenina (NA), um
flavonoide citrico € encontrada em frutas citricas como toranja, lima, limdo, tangerina
e apresenta atividades anti-inflamatérias, anti-oxidantes, anti-carcinogénicas e
antimicrobianas'* e também tem se apresentado como potente inibidora de MMPs e
capaz de modular a sintese e expressao de TIMPs!5>2%,

Para que estes compostos sejam considerados agentes promissores no reparo
peri-implantar, € importante avaliar e otimizar sua forma de distribuicdo nos tecidos
peri-implantares. Os hidrogéis, em particular, tem se mostrado eficazes quanto a
distribuicdo de diferentes moléculas e medicamentos, permitindo a liberacdo lenta e
controlada deles, o que pode resultar em maior seguranca e efetividade para esta
forma de tratamento??.

O hidrogel a base de metacrilato de gelatina tem apresentado efeitos positivos
como carregador de moléculas para o reparo do tecido 6sseo. O GelMa é um exemplo
de hidrogel a base de metacrilato e vem sendo uma 6tima opc¢ao para administracao
dos flavonéides na prevencéo de varias doencas?® 24,

Diante disso, aplicar o hidrogel do tipo GelMA contendo NA sobre a superficie
de titanio modificada, pode oferecer uma liberacdo controlada no composto,
modulando a sintese de mediadores inflamatérios e assim auxiliar no reparo peri-

implantar.
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7 CONCLUSAO

O GelMA apresentou estabilidade e liberacdo controlada de NA.

A aplicacdo do GelMA contendo NA apresentou citocompaitbilidade sobre
osteoblastos quando aplicado sobre os discos de titanio.

Os osteoblastos cultivados sobre o GelMA contendo NA 1% apresentaram
menor sintese de mediadores pro-inflamatérios MMP- 2 e MMP-9 e TIMP-1 e TIMP-
2.
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