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RESUMO

FURQUIM, E. M. A. Investigacido in vivo de um filme de quitosana-sinvastatina sobre a
superficie do titinio: avaliacio do potencial bioativo em sitio inflamado. 2026. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba,
2026.

Objetivou-se avaliar a osseointegracdo de implantes imediatos com um filme de quitosana-
sinvastatina instalados em alvéolos pos-exodontia previamente inflamados e contaminados em
decorréncia da periodontite experimental. Vinte ratos machos foram divididos em dois grupos
(n=10) de acordo com o implante a ser instalado no alvéolo pds-exodontia de dente com
periodontite experimental (PE), sendo eles PE-NF e PE-F. Aos 14 dias que antecedem a
extracdo do dente e a instalacdo dos implantes, a PE foi induzida nos primeiros molares
superiores de todos os animais. Decorridos 14 dias da indugdo da PE, os primeiros molares de
todos os animais e grupos foram extraidos e em seguida, foram instalados nos alvéolos mesiais,
os implantes de acordo com os grupos experimentais, sendo: PE-NF: foram instalados
implantes de titanio com a superficie tratada por jateamento e duplo ataque acido; PE-F: foram
instalados implantes de titdnio com a superficie tratada por jateamento e duplo ataque acido
recoberto com o filme de quitosana-sinvastatina. As eutanasias foram 45 dias ap0s a instalacao
dos implantes. Os espécimes coletados foram processados com andlise sem desmineraliza¢ao
para analise microtomografica e processadas com desmineralizagdo para as analises histologica,
e imunohistoquimica para detec¢do de TNF-a, IL-107 e IL-10. Apds analise de normalidade e
homocedasticidade, os dados foram submetidos aos testes mais adequados com significdncia
de 5% (p<0,05). Na analise microtomografica ndo foi observado estatisticamente significantes
nos parametros observados, exceto o grupo PE-NF apresentou maior nimero de trabéculas. Na
andlise histologica ambos os grupos apresentaram sinais de inflamag¢do e contaminagdo,
apresentando tecido fibroso em contato com espaco ocupado pelo implante. Na andlise
imunohistoquimica ndo observou-se diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
para deteccdo de TNF-a, IL-1P e IL-10, sendo que para TNF-a e IL-1p apresentou-se um alto
padrdo de imunomarcagdo e para IL-10 prevaleceu um padrao moderado de imunomarcacao.
Conclui-se que o histdrico de periodontite prévia foi um fator prejudicial para o processo de
osseointegragdo. A funcionaliza¢do dos implantes com um filme de quitosana-sinvastatina nao

proporcionou melhoras neste cenario clinico.

Palavras chaves: Osseointegracdo; Periodontite; Implantes dentérios; Quitosana; Sinvastatina.



ABSTRACT
FURQUIM, E. M. A. In vivo investigation of a chitosan-simvastatin film on the titanium
surface: evaluation of bioactive potential in an inflamed site. 2026. Tese (Doutorado) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2026.

The aim of this study was to evaluate the osseointegration of immediate implants coated with a
chitosan—simvastatin film and placed in previously inflamed and contaminated post-extraction
sockets resulting from experimental periodontitis. Twenty male rats were randomly allocated
into two groups (n = 10) according to the type of implant placed in the post-extraction socket
of teeth with experimental periodontitis (EP): EP-NF and EP-F. Experimental periodontitis was
induced in the maxillary first molars of all animals 14 days prior to tooth extraction and implant
placement. Fourteen days after EP induction, the maxillary first molars were extracted, and
implants were immediately installed in the mesial sockets according to group allocation. In the
EP-NF group, titanium implants with sandblasted and double acid—etched surfaces were placed.
In the EP-F group, titanium implants with the same surface treatment were additionally coated
with a chitosan—simvastatin film. Euthanasia was performed 45 days after implant placement.
The harvested specimens were processed without decalcification for micro-computed
tomography (micro-CT) analysis and with decalcification for histological and
immunohistochemical analyses targeting TNF-a, IL-1f, and IL-10 expression. After confirming
normal distribution and homoscedasticity, the data were analyzed using the most appropriate
statistical tests, adopting a significance level of 5% (p < 0.05). Micro-CT analysis revealed no
statistically significant differences between groups for the evaluated parameters, except that the
EP-NF group exhibited a greater trabecular number. Histological analysis demonstrated
persistent signs of inflammation and contamination in both groups, with the presence of fibrous
tissue interposed between bone and the implant surface. Immunohistochemical analysis showed
no statistically significant intergroup differences in TNF-a, IL-1p, or IL-10 expression. A high
immunolabeling pattern was observed for TNF-a and IL-1P, whereas IL-10 exhibited a
predominantly moderate immunolabeling pattern. Within the limitations of this experimental
model, it can be concluded that a prior history of periodontitis negatively affected the
osseointegration of immediate implants. Furthermore, implant functionalization with a

chitosan—simvastatin film did not result in improved outcomes under these conditions.

Keywords: osseointegration; periodontitis; dental implants; chitosan; simvastatin.



LISTA DE FIGURAS
CAPITULO 1

Figura 1: Diagrama de células semeadas em placas de cultura e sobre discos de titanio.

Figura 2: Diagrama de células semeadas em placas de cultura e sobre discos de titanio.
Imagens coradas com Faloidina. 1)placa de cultura; 2) disco de titdnio. Aumento de 20x.
............................................................................... Error! Bookmark not defined.
Figura 3: Graficos com média e desvio padrao. A)Nfkb; B)ikka e D) ikk B . C,F)
Fotomicrografias ilustrativas das analises de imunofluorescéncia.Error! Bookmark not
defined.

Figura 4: Gréficos com média e desvio padrdo das vias Jnk e p38. Fotomicrografias
ilustrativas das analises de imunofluorescéncia ............. Error! Bookmark not defined.
Figura 5: Graficos com média e desvio padrdo do total de numero de células, Ki-67, yH2ax
e CHK2. Fotomicrografias ilustrativas das analises de imunofluorescéncia. ........... Error!
Bookmark not defined.

Figura 6: A) Grafico com média e desvio padrdo com expressdo de TLR2 e TLR4 B)
Grafico com média e desvio padrdo de nfkb e agonistas de TLR. C) prancha ilustrando a

imunofurescéncia de tnf-a e agonista de TLR................ Error! Bookmark not defined.

CAPITULO 2

Figura 1: [lustragdo dos procedimentos cirtrgicos. A) Periodontite experimental induzida;
B) Realizacao do retalho total; C)Visualizagdo da area cirtirguca; D)Primeiro molar inferior
extraido E) Curetagem do alvéolo e fresagem; F) imaplante funcionalizado com filme de
quitosana e sinvastatina; G)implante instalado do alvéolo mesial; H)retalho suturado com
108 @ NYLOM. ..vtiiiiiiii it 78
Figura 2: Design Experimental do projeto.........cceeeeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiieieeiiieneeene. 78
Figura 3: Analise microtomografica. Graficos com média e desvio padrao dos paramétros
analisados. A)BV; B) BV.TV; C)BS; D)BS.TV; E)Tb.Th; F) Conn.Dn; G)Tb.N........... 79
Figura 4: Imagens representativas da analise microtomografica. a, ¢, e: grupo PE-NF; b,
d,f: grupo PE-F. a,b: vista transaxial no software nRecon; c,d: vista coronal no software

Dataviewer; e,f: imagens reconStruidas. ........eeeuueeeuuireiiieeiiie et eee e 80



Figura 5: Imagens ilustrando como foi perfomado a analise de micro-CT. a) a andlise
micro-CT dos implantes foi realizada apos a reconstru¢do da amostra e a selegdo de uma
posi¢do padrao no software Data Viewer. b) a regido circular indica a regido de interesse
(ROI) definida de 2,66x 2,66 mm, conforme medido no software CTAn. c) ilustrando que
a ROI inclui apenas tecido 6sseo em conato com o implante. ............ceeveeveeiiieinnnnees 80
Figura 6: Caracteristicas histopatologicas dos tecidos peri-implantares aos 45 dias nos
grupos experimentais. a, ¢, e: PE-NF; b, d,f: PE-F. Coloracdo: Hematoxilina e eosina.
Ampliacdo original: a-b: 25x; c¢-d: 100x; e-f: 200x. Barras de escala: a-b: 500pm; c-f, 100
001N 81
Figura 7: Imunomarcagao para TNFa, IL-1p and IL-10. Gréaficos mostrando a mediana e
o interval interquartil dos escores para TNFa (A), IL-1B (B) and IL-10 (C) na regido peri-
implantar. Teste estatico: Mann Whitney. Fotomicrografias mostrando o padrdo de
imunomarca¢do do TNF-a (D,G), IL-1B (E, H) e IL-10 (F,I). Abreviacdes: ei, espaco
ocupado pelo implante. Contra-colora¢do: hematoxilina de Harry's. Ampliagdo original:

400x. Barra de escala: 100 LML ...ccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie e 82



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Média e desvio padrdo dos parametros da andlise microtomografica de cada
EIUPO EXPETIMENTAL ...eiitiiiii ettt e et e et e e eeaeeeeene e 83



APTMS
BMP-2
BS
BS/TV
BV
BV/TV
CEUA
CHEK2
CONCEA
Conn.Dn
DMEM
HaCaT
HE
v-H2AX
IL-1B
IL-10
IKKa
IkBp
IKKp
JINK
Ki67
MAPK
microCT
MPLA
MN
NF-xB
NaOH

PAM2CSK4
PAM3CSK4

PAMPs
PBS
PE
PMN
PRRs

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3-aminopropiltrimetoxissilano

proteina Morfogenética dssea-2
superficie dssea

fracdo de superficie 0ssea

volume dsseo

fracdo de volume 6sseo

comissdo de Etica no Uso Animal Animal
quinase de ponto de verificagdo 2

conselho nacional de controle de experimentag¢do animal

densidade de conectividade

meio de Eagle modificado por Dulbecco
células epiteliais humanas

Hematoxilina & Eosina

H2AX fosforilada

interleucina um-beta

interleucina dez

Quinase de IkB alfa

Inibidor do kappa B beta

Quinase de IkB beta

quinase n-terminal de c-Jun

marcador de proliferacao

proteina quinase ativada por mitégeno
microtomografia computadorizada
Lipide A monofosforilado

mononuclear

fator nuclear kappa B

solugdo de hidréxido de sédio

ligante sintético diacilado de TLR2/6
ligante sintético triacilado de TLR2/1
padrdes moleculares associados a patdgenos
solucao tampao fosfato-salina
periodontite experimental
polimorfonuclear

receptores de reconhecimento de padrdes



p38

ROI

Tb.N
Tb.Th

Ti

TLRs
TNF-alpha
TNFR

p38, protina quinase ativada por mitégeno
regido de interesse

numero de trabéculas

espessura das trabéculas

titdnio

Toll-like

fator de necrose tumoral 1-alpha

Fator de necrose tumoral



SUMARIO
1 CAPITULO 1 - ATIVACAO DE VIAS INFLAMATORIAS MEDIADA POR

TITANIO EM CELULAS EPITELAIS.....cccttiriririnieieiereieieateneneseeeesenenereneeeeeen. 24
L1 RESUMO ettt et ettt et e et e et et e ea e enneennaes 25
1.2 TErOAUGAOD - eeeeetie et e ettt ettt e e et e et e e et e eeaeeetaaeeeena e eenneeeannnas 25
1.3 MateriaiS € MELOAOS ..uuueerueeinieiiieeeie ettt e et e et e e et e etne e et e eenaeeeeannaas 26

1.3.1 Linha Celular e Condigdes da Cultura ...........cc.oeeeiiiiiiiniieiiiiiiiiiieciieeeeaannes 26
1.3.2 Preparo do Disco de TitAnio ......uueeeiruueiiiiiiiniiiiiiiiieieiiiee et 27
1.3.3 DiSCOS A€ TItANIO c.uueeeueeinneeinieeetieeetie e et e etie e et e eeeaaeetaaeeenneeernnaenannnes 27
1.3.4 Marcagdo por Imunofluorescéncia para vias de inflamacao, Proliferacao
Celular, e Avaliagao de Danos ao DNA e reparo do DNA ..........coiiiiiiiiiiiiiiinnnnens 27
1.3.5 Ensaio com Agonista de TLR nas células epiteliais ...........ccevvueeieinnnnnennne. 28
1.3.6 ANAliSE EStAtISCA «euuneerniiiiieiie et et ettt et et e et e eaa e 29
1.4 RESUIAOS - eeeee ettt ettt e et e et e et e e en e eeann e 29
1.4.1 A Exposig¢ao ao Titanio leva a Alteracdes na Morfologia das Células Epiteliais
.................................................................................................................. 29
1.4.2 As Vias de Sinalizacdo MAPK e NF-kB sao Ativadas em Células Epiteliais
EXPOStas @0 TItANIO ..eevvuuniiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e et e eeeees 30
1.4.3 A Exposi¢do ao Titanio Desencadeia Atividade Pro-Mitotica nas Células
Epiteliais, Juntamente com um Grau de Genotoxicidade............ccevuueiiiinnnnnennne. 31
1.4.3 Ativagao da Sinalizagdo do NF-xB Mediada por Receptores do Tipo Toll
(TLR) em Células EPiteliais .....cuuueeeuueeemueieiiieiiie et et et e et eeeieeeeaeeeenaes 32
1.5 DISCUSSAD +uuteenuettneeetutettiaeett ettt e e et e etau e eenaaeetaaeeeennseeaneetnnnaeenneennnaernnnnns 33
1.6 CONCIUSAO -.eenieeineeiii ettt ettt e et e et e eeaeeeteaeeeeneeenneeennnnas 34
1.7 RELETENCIAS .. ceeeeeneeiii ettt ettt e et e et e et e eta e e et e eenneenannnae 36

2 CAPITULO 2 - AVALIACAO DA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES

IMEDIATOS COM UM FILME DE QUITOSANA-SINVASTATINA INSTALADOS

EM ALVEOLOS POS-EXODONTIA DE DENTES COM PERIODONTIE

EXPERIMENTAL PREVIA .....oooiviiiiitiiieeteeeeeeeeeteeeeeteeeaeeseeeaeenseeseeneseteeneeneenneas 43
2.1 RESUIMO ettt ittt ettt e et e e et e ee e era e e e eneeanens 44

2.2 INEEOAUGAOD - eevne et et e et ettt et e et e et e e et e e eaa e eena e etna e eenaeeeeneeeannnan 45



2.3 MAtETIaIS € MELOMOS . eneninininininie ettt ettt et e e e e enenensnsnensnesnensnsn 47

2.3.1 Funcionalizagdo dos Implantes...........ceeeeuuuiiiiiiniiiiiiiiiniieiiiiieeciiieeeeneee 47
2.3.2 ADIMALS tetuneeinieeiiieeetie et e et e e et e etaa e eenaaeetnaeeeaneaetnaeetnnnaennneeenaenannnns 48
2.3.3 Grupos EXPerimentaiS.......cceeuuuueieiiiuuieieiiiinieeiiieeeiiiie e eetiiieeeetnneeeeeenes 49
2.3.4 Sedaca0 € ANESTESIA . ceuuueernureineeetueettieeeeneeetueeetneetnueeetnaeeenaeeraeeneannas 49
2.3.5 Indugdo da Periodontite Experimental............ccouuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnennne. 50
2.3.6 Exodontia e Instalacdo dos Implantes...........coeeevueieiiiiiiiiiiiiiniiiiiiniennennne. 50
2.3.7 Periodos Experimentais € Obtencao das AmMOStras ......c..eeeeeueeeenreeeneennnnnes 51
2.3.8 Processamento Laboratorial e Analise de Resultados..........ccccceeeveinnnnienne. 51
2.3.9 Anélise Estatistica dos DadosS.......cccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciicccceie e, 52
2.4 RESUIAAOS - et ettt ettt e e et e et e et e e tae e eeee e et e e e e e e eea e eeannae 53
2.4.1 Anélise MicrotomOgrafica ........vveiiiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiie et 53
2.4.2 Analise Histoldgica dos Tecidos Peri-Implantares ...........coeeeveeeieiinnnnnnennne. 53
2.4.3 Analise Imunohistoquimica dos Tecidos Peri-Implantares............ccc..c..c.... 53
2.5 DISCUSSAD -ueeruueetnunretnueeetneeetueeetueetnaaeetuaeeeneaetaneaeennnaeenaeetnneesnnaeesnnaerannnnn 54
2.0 CONCIUSAD «.evneeiiieeiie ettt ettt e et e et e et e e et e e een e eeeneeeeannnas 60
2.7 REICTENCIAS e cvueeitieeiie et ettt et et e et e et e e tee e een e et e e eaneeeeenneeeannnas 61

ANEXOS oot e a e na 84





