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RESUMO

PALIN, L. P. Efeito da Bauhinia forficata sistémica e de biomoléculas aplicadas
a superficie de implantes de titanio sobre a dindmica éssea peri-implantar de
ratos diabéticos tipo 2: um estudo translacional. 2025. Tese (Doutorado em
Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2025.

Este trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito de terapias sistémicas e locais
sobre o processo de reparo peri-implantar, buscando controlar efeitos negativos do
diabetes tipo 2, promovendo diminuicdo da resposta inflamatdria assim como 0s
demais fatores que interferem o processo de formacdo e mineralizacdo do tecido
0sseo reparacional. Foram utilizados 128 ratos, divididos em: NG (normoglicémicos;
n=32); NGBf (normoglicémicos + cha; n=32); T2D (diabéticos tipo 2; n=32) e T2DBf
(diabéticos tipo 2 + cha; n=32). Cada grupo experimental foi dividido em dois
subgrupos de acordo com o tratamento da superficie dos implantes (n = 16 por
subgrupo): Ti — implantes convencionais de titanio grau IV com duplo ataque acido e
vD — implantes de titdnio grau IV funcionalizados com vitamina D3. O T2D foi induzido
pela associacdo da dieta de cafeteria e aplicacao de estreptozotocina (35mg/kg). Apos
confirmacdo do T2D (198mg/dL), foi dado inicio ao tratamento com infusdo de
Bauhinia forficata (50g/L). A cirurgia de instalagdo dos implantes em tibia foi realizada
15 dias ap06s o inicio do tratamento, e passados 7, 14 e 28 dias da cirurgia foi realizada
a eutanasia dos animais. Foram realizadas andlise biomecéanica, microtomografica,
histol6gica, de morfologia das fibras colagenas e RT-gPCR. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade com nivel de significancia de 5%. Os resultados
apontam que a Bauhinia forficata foi capaz de promover, ainda que parcialmente, uma
melhora significativa na condi¢do sistémica dos animais T2DBf. Na analise de
biomecéanica peri-implantar, € possivel observar piores valores de torque de remogéao
em T2D:Ti e o uso do fitoterdpico em T2DBf:Ti promoveu um aumento da forca de
remogéo dos implantes de forma discreta, em contra partida, o uso de implantes
funcionalizados em T2D:vD promoveu um aumento na forca de remocdo dos
implantes, semelhante ao grupo NG:Ti. Na andlise microtomografica, o uso de
Bauhinia forficata ndo promoveu diferengcas na microarquitetura 6ssea peri-implantar,
entretanto, o uso de implantes vD melhorou os parametros avaliados em todos o0s

grupos experimentais. Na analise histoldgica da regido peri-implantar, € possivel



observar menor formacao 6éssea em T2D:Ti, com reversédo dessa caracteristica tanto
com o tratamento de Bauhinia forficata, como com o uso de implantes vD, o que
impactou positivamente na morfologia das fibras coldgenas. Ainda, a analise
molecular apresentou aumento dos genes relacionados ao processo de mineralizacao
com o uso de implantes funcionalizados em NG:vD e T2D:vD. Assim, pode-se concluir
gue a Bauhinia forficata atua de maneira positiva na etiopatogenia do diabetes tipo 2,
além de melhorar as respostas celulares e teciduais, mesmo que de forma nédo
suficiente para restabelecer as caracteristicas da biomecéanica 0ssea peri-implantar.
Ainda, o sistema de administracdo baseado em drug-delivery com implantes
funcionalizados com vitamina D3 foi capaz de reverter, mesmo que localmente, os
eventos celulares envolvidos no reparo 6sseo do modelo de diabetes tipo 2,

restabelecendo a microestrutura e a biomecéanica 6ssea peri-implantar.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2; medicamentos fitoterapicos; vitamina d;

implantes dentais; modelos animais.



ABSTRACT

PALIN, L. P. Effect of systemic Bauhinia forficata and biomolecules applied to
titanium implant surfaces on peri-implant bone dynamics of type 2 diabetic rats:
a translational study. 2025. Tese (Doutorado em Odontologia) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

The aim of this study was to evaluate the effect of systemic and local therapies on the
peri-implant repair process, in order to manage the negative effects of type 2 diabetes,
promoting a reduction in the inflammatory response as well as other factors that
interfere with the process of formation and mineralization of reparative bone tissue. A
total of 128 rats were used, divided into: NG (normoglycemic; n=32); NGBf
(normoglycemic + tea; n=32); T2D (type 2 diabetics; n=32) and T2DBf (type 2 diabetics
+ tea; n=32). Each experimental group was divided into two subgroups according to
the surface treatment of the implants (n = 16 per subgroup): Ti - conventional grade IV
titanium implants with double acid etching and vD - grade IV titanium implants
functionalized with vitamin D3. T2D was induced by combining a cafeteria diet with
streptozotocin (35mg/kg). After confirming T2D (198mg/dL), treatment was started with
an infusion of Bauhinia forficata (50g/L). Surgery to install the implants in the tibia took
place 15 days after the start of treatment, and the animals were euthanized 7, 14 and
28 days after surgery. Histological analysis, removal torque and microtomography
(MicroCT) of the peri-implant region were carried out, as well as a three-point bending
test and MicroCT of the femurs. The data was submitted to the normality test with a
significance level of 5%. Biomechanical, microtomographic, histological, collagen fiber
morphology and RT-gPCR analyses were carried out. The data was submitted to the
normality test with a significance level of 5%. The results indicate that Bauhinia forficata
was able to promote, even partially, a significant improvement in the systemic condition
of the T2DBf animals. In the peri-implant biomechanical analysis, it is possible to
observe a decrease in removal torque values in T2D:Ti and the use of the
phytotherapic in T2DBf:Ti promoted a discrete increase in implant removal force; on
the other hand, the use of functionalized implants in T2D:vD promoted an increase in
implant removal force, similar to the NG:Ti group. In the microtomographic analysis,
the use of Bauhinia forficata did not lead to differences in the peri-implant bone
microarchitecture; however, the use of vD implants improved the parameters evaluated

in all the experimental groups. Histological analysis of the peri-implant region showed



reduced bone formation in T2D:Ti, with a reversal of this characteristic with both
Bauhinia forficata treatment and the use of vD implants, which had a positive impact
on collagen fiber morphology. In addition, molecular analysis showed an increase in
genes related to the mineralization process with the use of implants functionalized in
NG:vD and T2D:vD. Thus, it can be concluded that Bauhinia forficata acts in a positive
capacity on the etiopathogenesis of type 2 diabetes, as well as improving cellular and
tissue responses, although not enough to re-establish the characteristics of peri-
implant bone biomechanics. Furthermore, the drug-delivery system with implants
functionalized with vitamin D3 was able to reverse, albeit locally, the cellular events
involved in bone repair in the type 2 diabetes model, restoring the microstructure and

biomechanics of peri-implant bone.

Keywords: diabetes mellitus, type 2; phytotherapeutic drugs; vitamin d; dental

implants; animals model.
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FOA Faculdade de Odontologia de Aracatuba

g Gramas

IBSP Sialoproteina 6ssea

LSMT Laboratorio para estudo de tecido mineralizado
mg/dL Miligramas por decilitros

mg/Kg Miligramas por quilograma

min minutos

mi Mililitros

n Numero

N.cm Newtons por centimetro

NG Grupo normoglicémico

NGBf Grupo normoglicémico tratado com Bauhinia forficata
OCN Osteocalcina

OPG Osteoprotegerina

PBS Tampao fosfato salino

pH Poténcial hidrogeniénico

RANK-L Ativador de receptores do fator nuclear kappa-B ligante
RT-PCR PCR em tempo real

STZ Estreptozotocina

T2D Grupo diabetes tipo 2

T2DBf Grupo diabetes tipo 2 tratado com Bauhinia forficata
TRAP Fosfatase acida tartarato-resistente

UNESP Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
vD Vitamina D3
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1 INTRODUCAOQO

O diabetes é uma desordem metabdlica provocada pela hiperglicemia crénica
no organismo [1], podendo ser classificado como: Diabetes tipo 1, diabetes tipo 2
(T2D) ou diabetes gestacional [1]. O T2D € a forma mais recorrente da doenca,
acometendo de 90% a 95% dos pacientes diabéticos, sendo decorrente da
incapacidade da insulina em exercer adequadamente seus efeitos que resulta na
resisténcia ao hormdnio e na incapacidade das células  em compensa-la (disfuncao
das células B pancreaticas) [1]. Esta sindrome tem como principais fatores etiol6gicos
a presenca de uma dieta rica em acgucares, sodio e lipidios associados ao
sedentarismo [2], e caracteriza-se pela presenca de hiperglicemia cronica,
frequentemente, acompanhada de dislipidemia, hipertensédo arterial e disfuncéo
endotelial [2-4]. Consequentemente, afeta diversos tecidos como rins, nervos, vasos

sanguineos e 0ssos [5].

O tecido 6sseo sofre grande impacto frente ao T2D [6-9], e mesmo nao
aumentando o risco de fraturas atua em diversas vias do metabolismo deste tecido [6-
9]. O coldgeno tem uma reducdo de suas propriedades frente ao T2D devido ao
acumulo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), a formacao de cross-links
irreversiveis, assim como de espécies reativas de oxigénio (ROS) [7]. Este fato traz
consequéncias negativas para a deposicdo de matriz 6ssea, interfere na funcéo
osteoblastica e aumenta a producao de citocinas inflamatérias e ROS relacionados a
reabsorcdo Ossea [6-9]. Estudos apontam que a osteocalcina também possui uma
ligacao a um receptor em células B (GPCRG6A), que quando desregulado por uma dieta
com alto teor de gordura e aclcar, resulta em um estimulo de reabsor¢céo éssea [10].
Além disso, o0s niveis séricos de esclerostina sdo aumentados em pacientes
diabéticos, sugerindo que a via Wnt/B-catenina de ostedcitos também é prejudicada
[11].

A cavidade bucal, ndo diferente dos demais tecidos do organismo, demanda de
maiores cuidados em pacientes diabéticos devido a predisposicdo de doencga
periodontal, perda éssea, perda de dentes, atraso no processo de reparo alveolar pés-

exodontico e aumenta a taxa de falhas em implantes osseointegraveis [4,12,13]. O

* Revista selecionada para publicacdo: Plos One - https://journals.plos.org/plosone/s/submission-
quidelines
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risco de peri-implantite e falhas que levam a perda de implantes vem sendo um
assunto muito discutido na odontologia atual, tendo em vista 0 aumento da quantidade
de pacientes diabéticos assim como o aumento de reabilitagbes com o uso de
implantes de titdnio. Assim como na doenca periodontal, a hiperglicemia causa uma
microbiota mais patogénica e aumenta a resposta inflamatodria local que acelera ainda

mais a perda 0ssea apos instalacéo de implantes [12].

Segundo a Federagao Internacional de Diabetes, metade dos pacientes com
diabetes ndo sdo diagnosticados e desta forma ndo fazem uso de medicacdes para
controlar os efeitos colaterais da doenca [1]. A busca por terapias alternativas que
podem levar aos resultados positivos sem os efeitos indesejaveis das medicacdes
comerciais, ou ainda, sendo uma alternativa eficaz e de baixo custo que facilitem o
acesso ao tratamento para a populacao, faz com que a industria fitoquimica ganhe
espaco para o tratamento de complicacdes sistémicas. Nessa perspectiva, a Bauhinia
forficata Link (Bf), conhecida como “Pata de vaca”, faz parte do género que
compreende mais de 300 espécies e quando utilizada na fitopreparacdo pode

contribuir com suas propriedades terapéuticas [14].

A Baubhinia forficata Link € uma das 71 plantas selecionadas pelo Ministério da
Saude como de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS). Estudos fitoquimicos
com espécies do género Bauhinia revelaram que as principais moléculas do
metabolismo secundario incluem flavonoides, terpenoides, glicosideos esteroidais,
lactinas, taninos e quinonas, que garantem a planta seu efeito hipoglicemiante,
antidiabético, antioxidante e anti-inflamatorio [14-25]. O flavonoide kaempferol (3,7-di-
O-a-L-rhamnoside), esta diretamente relacionado com os efeitos citados [14,24]. Além
disso, € capaz de eliminar radicais livres e regular o ciclo celular pela modulacdo de
alguns caminhos importantes de sinalizagéo celular, como o fator nuclear Kappa-B
(NF-kB) [14], que tem relag&o com a ativacao da via OPG/RANK-L, o que sugere a Bf
uma possivel atuagédo no tecido 6sseo. Um estudo de 2015 [26] obteve resultados
positivos da acéo do kaempferol no tratamento da osteoporose, pela sua atuacdo na
inativacdo de osteoclastos e aumentando a proliferacdo de osteoclastos devido ao

aumento da expressao génica de fosfatase alcalina.

Além da importancia do tratamento sistémico, a associacdo sinérgica
envolvendo terapias locais para a reabilitacdo com implantes em pacientes diabéticos

tem sido pauta para o desenvolvimento de novos estudos. O reparo 0sseo frente ao
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dano provocado pela exodontia [4] ou ainda pela instalacdo de implantes [13] requer
cuidados locais para auxiliar o processo de reparo, tendo em vista todas as
complicacBes pds operatdrias que acometem este tipo de pacientes. A alteracdo de
superficies de implantes osseointegraveis € um tema que h& anos vem sendo
atualizado [13,27], seja pelo tipo de material do implante, pela rugosidade criada na

superficie de titdnio ou ainda pelo uso topico de medicac¢des [27,28].

A vitamina D (1a,25-diidroxi-vitamina D), € um hormonio que exerce uma
grande variedade de efeitos biolégicos na manutencdo da homeostase do
metabolismo de calcio e fosfato, quando na sua forma ativa através da pele pela luz
UV [29-31]. O uso tépico de vitamina D (vD) na superficie de implantes de titanio
possui alguns resultados pré-clinicos que mostram efeitos positivos no reparo peri-
implantar [32,33]. A vD possui relacdo preventiva ao desenvolvimento do T2D [34-36],
ou quando instalada a doenca, apresenta uma deficiéncia em seus niveis séricos [37].
Além do mencionado, a vD exerce um papel fundamental na regulacédo das células do
sistema imune (células dendriticas, macréfagos, células T e B), aumentando a

expressao de proteinas anti-inflamatérias e diminuindo as proé-inflamatérias [37-42].

Desta forma, pensando-se na associacdo entre terapias sistémicas e locais,
atuando de forma sinérgica para que os efeitos metabdlicos indesejaveis observados
no diabetes tipo 2 sejam controlados e pensando nos efeitos obtidos com a acédo de
biomoléculas que possam controlar a resposta inflamatéria local, inerente dos
procedimentos cirdrgicos durante a instalagdo de implantes e que possivelmente
estarédo exacerbados na condicéo de diabetes tipo 2, o presente projeto foi concebido.
Vale destacar que nosso laboratdrio tem investigado respostas celulares e teciduais
observadas durante o processo de reparo alveolar ou peri-implantar na condi¢do do
diabetes tipo 2 e 0 nosso intuito é buscar por alternativas terapéuticas que possam

favorecer os eventos reparacionais observados nesta condig&o sistémica.

Assim, num estudo inicial (FAPESP 2016/25747-0), em reparo alveolar de ratos
T2D em nosso grupo de pesquisa [4] mostrou que frente ao trauma provocado, 0
diabetes leva a um atraso no processo de reparo pelo aumento da capacidade
inflamatoria e pelo prejuizo no metabolismo do colageno. Este fato nos levou ao
desenvolvimento de uma nova linha de trabalhos, desta vez buscando terapias
alternativas com medicamentos fitoterapicos assim como terapias locais ndo invasivas

gue auxiliassem no processo de reparo peri-implantar (FAPESP 2019/01634-0) [43].
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Partindo do principio de que o T2D e a hiperglicemia aumentam a resposta
inflamatoria do tecido 6sseo, desencadeando uma cascata de eventos néo favoraveis
ao processo de mineralizagdo e reabsor¢do, o tratamento de superficies de implantes
com substancias que possuam um efeito protetor ao tecido 6sseo, como a vitamina D,
auxiliariam no processo de osseointegracdo em animais diabéticos tipo 2. Este
conjunto de informacdes levantam questionamentos de como o reparo 0sseo peri-
implantar se comporta ao longo do processo de osseointegracdo em animais

diabéticos tipo 2.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se concluir que o uso sistémico da Bauhinia
forficata atua de maneira positiva na etiopatogenia do diabetes tipo 2, além de
melhorar as respostas celulares e teciduais, mesmo que de forma néo suficiente para
restabelecer as caracteristicas da biomecéanica 0ssea peri-implantar. O sistema de
administracdo baseado em drug-delivery com implantes funcionalizados com vitamina
D3 foi capaz de reverter os eventos celulares envolvidos no reparo 6sseo do modelo
de diabetes tipo 2, restabelecendo a microestrutura e a biomecéanica 0ssea peri-
implantar. Ainda, a presenca de biomoléculas aplicadas a superficie de titanio
proporcionou um processo de formacédo 6ssea adequado e eficaz em condigcéo
normoglicémica, podendo ser utilizado com seguranca em tanto na presenga como ha

auséncia de comprometimentos sistémicos.
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