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HASSUMI, J. S. Avaliacdo do efeito sinérgico entre Risedronato sistémico e
Genisteina local sobre o reparo peri-implantar em ratas com deficiéncia de
estrégeno e sindrome. 2021. 66 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a acao sinérgica do risedronato de soédio
sistétmico e da genisteina administrada localmente, através da funcionalizagdo de
implantes, de ratas submetidas a ovariectomia e com habitos de mimetizam a
sindrome metabdlica. A parte in vitro deste estudo foi executado em 2 etapas. Na
primeira etapa, foi realizada a funcionalizacdo da superficie de discos/implantes com
genistina na concentracdo de 100 uM pela técnica layer by layer (Ibl). Na segunda
etapa foram feitos testes biolégicos em culturas de células, para avaliar as
propriedades da superficie funcionalizada, quanto as respostas osteogénicas. Para a
cultura de células foram utilizadas células mesenquimais diferenciadas em
osteoblastos, isoladas de fémures de ratos. Apoés a validacao pelos testes executados
nas superficies funcionalizadas, foi realizado estudo in vivo (32 etapa). Para tanto, no
dia 0, as ratas Wistar adultas jovens, fémeas (n=64) foram divididas em 4 grupos: 1-
SHAM (n= 16), animais foram submetidos a ovariectomia (OVX) ficticia e dieta
balanceada. 2- SHAM Sindrome Metabdlica (SM) (n=16), animais foram submetidos
a ovariectomia ficticia e dieta de cafeteria. 3- OVX SM (n=16), animais foram
submetidos a ovariectomia bilateral e dieta de cafeteria. 4- OVX SM Risedronato (RIS)
(n=16), animais foram submetidos a ovariectomia bilateral, dieta de cafeteria e
tratadas com risedronato de sédio. Em cada grupo ha 2 subgrupos: A- implantes
convencionais e B- implantes funcionalizados com genisteina. No dia 30, foi iniciado
o tratamento medicamentoso com risedronato de sodio, na concentracdo de
0,35mg/kg, ou apenas solucao salina, via gavagem, 1 vez por semana. Passados 60
dias da medicagédo (dia 90), todos os animais foram submetidos a cirurgia para
exodontia dos 1° molares superiores bilateralmente e, imediatamente, no alvéolo da
raiz mesial, foi instalado os implantes com superficie convencional ou funcionalizada.
Os animais foram eutanasiados aos 28 dias (dia 118) apds a instalacédo dos implantes
para mensuracao do torque de falha na interface osso implante em N/cm. Os dados
foram submetidos ao teste de homocedasticidade (Shapiro Wilk). Houve a

confirmacéo de distribuicdo normal dos dados amostrais e na sequéncia, foi realizado



o teste paramétrico ANOVA One Way or Two Way, seguido do pés teste de Tukey,
com o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Concluiu-se que, a concentracao de 100
UM da genisteina manteve a viabilidade celular e resultados favoraveis quanto a
genotoxicidade. A dieta de cafeteria e a ovariectomia bilateral mimetizam a sindrome
metabodlica e a predisposicdo para osteoporose por deficiéncia de esteroides
gonadais. E, a acdo sinérgica entre farmaco sistémico (risedronato de sodio) e
genisteina local foi promissora para a melhora no processo de reparo periimplantar,
principalmente no grupo SHAM e OVX SM RIS.

Palavras-chave: Osteoporose. Sindrome metabdlica. Risedronato de sodio.

Genisteina. Implante dentario. Osseointegracéo.



HASSUMI, J. S. Evaluation of the synergistic effect between systemic
Risedronate and local Genistein on peri-implant repair in strogen deficient rats
and metabolic syndrome. 2021. 66 f. Dissertation (Master's Degree) - Aracatuba
School of Dentistry, Paulista State University, Aragatuba, 2021.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the synergistic action of systemic risedronate
sodium and locally administered genistein, through implant functionalization, of rats
submitted to ovariectomy and with habits mimicking the metabolic syndrome. The in
vitro part of this study was performed in 2 steps. In the first step, the surface
functionalization of discs/implants was performed with genistein at a concentration of
100 uM by the layer by layer (Ibl) technique. In the second step biological tests were
performed in cell cultures to evaluate the properties of the functionalized surface for
osteogenic responses. For the cell culture, mesenchymal cells differentiated into
osteoblasts, isolated from rat femurs, were used. After validation by tests performed
on the functionalized surfaces, the in vivo study (third test) was performed. For this
purpose, on day 0, young adult female Wistar rats (n=64) were divided into 4 groups:
1- SHAM (n=16), animals were submitted to sham ovariectomy (OVX) and balanced
diet. 2- SHAM Metabolic Syndrome (MS) (n=16), animals were submitted to sham
ovariectomy and cafeteria diet. 3- OVX SM (n=16), animals underwent bilateral
ovariectomy and cafeteria diet. 4- OVX SM Risedronate (RIS) (n=16), animals
underwent bilateral ovariectomy, cafeteria diet and treated with risedronate sodium. In
each group there are 2 subgroups: A- conventional implants and B- implants
functionalized with genistein. On day 30, drug treatment was started with risedronate
sodium, at a concentration of 0.35 mg/kg, or just saline solution, via gavage, once a
week. After 60 days of medication (day 90), all animals underwent surgery to extract
the 1st upper molars bilaterally, and implants with conventional or functionalized
surfaces were immediately installed in the mesial root alveolus. The animals were
euthanized at 28 days (day 118) after implant installation to measure the failure torque
at the implant-bone interface in N/cm. The data were submitted to the
homoscedasticity test (Shapiro Wilk). The normal distribution of the sample data was
confirmed and then the parametric One Way or Two Way ANOVA test was performed,
followed by Tukey's post-test, with a significance level of 5% (p<0.05). It was concluded
that, the concentration of 100 uM of genistein maintained cell viability and favorable



results regarding genotoxicity. The cafeteria diet and bilateral ovariectomy mimic the
metabolic syndrome and predisposition to osteoporosis by gonadal steroid deficiency.
And, the synergistic action between systemic drug (risedronate sodium) and local
genistein was promising for the improvement in the periimplant repair process,
especially in the SHAM and OVX SM RIS groups.

Keywords: Osteoporosis. Metabolic syndrome. Risedronate sodium. Genistein.
Dental implantation. Osseointegration.
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26

1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica e multifatorial,
caracterizada pela alteracdo da macrogeometria, deterioracdo da microarquitetura
Ossea [1], reducdo da massa Ossea, aumento da fragilidade [2] e, se mantém
silenciosa e assintomatica até ocorrer uma fratura [3]. Segundo a American
Association of Clinical Endocrinologists, é a doenca 60ssea mais comum, aumenta a
medida que a populacdo envelhece [4] e, estilo de vida ndo saudavel, doencas e
medicamentos, também podem influenciar negativamente as propriedades mecéanicas
Ossea [1,2]. Com isso, 0s gastos com salde tanto para o paciente quanto para o
sistema de saude aumentam significativamente [5,6], devido a dor crbnica, risco de

fraturas, incapacidade a longo prazo e até pela morte prematura [2,7].

Outra alteragdo metabdlica que vem chamando atencéo, também, pela alta
prevaléncia global é a sindrome metabdlica. Segundo a Nacional Cholesterol
Education Program’s Adult — Treatment Panel Ill, atinge de 8- 24% dos homens e 7-
46% das mulheres [4,8] e, é caracterizada pela coexisténcia de pelo menos trés das
seguintes alteragdes: obesidade abdominal (circunferéncia = 88cm), hipertensdo
arterial (= 130 x 85mmHg), hiperglicemia (= 100mg/dl) e dislipidemia (triglicerideos =
150mg/dl e niveis de colesterol-HDL < 50mg/dl) [2,4,6,8,9,10,11]. Como na
osteoporose, a prevaléncia aumenta conforme a idade, porém, nos homens a
prevaléncia estd aumentada da faixa etaria de 20-50 anos, ja nas mulheres, aumenta
a partir dos 50 anos [8]. E uma doenca multifatorial e esta associada a inflamagcéo

cronica, excesso de ingestéo caldrica, obesidade e sedentarismo [6,8,9].

Assim, a osteoporose e a sindrome metabdlica apresentam altas taxas de
morbidade e mortalidade, ambas s&o fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus do tipo 2 e acidente vascular cerebral
[4,6,9,10] e causam sérios problemas de saude e encargos socioeconémicos em todo
o mundo [2,12]. Do ponto de vista fisiopatologico, a osteoporose e a sindrome
metabdlica compartilham fatores de riscos e fisiol6gicos, como o envelhecimento,
sexo, estilo de vida, estado nutricional, a ativacdo de citocinas pré-inflamatérias e o
aumento do estresse oxidativo [3,5]. Varias vias parecem conectar as duas condi¢des
sistémicas, pois, o tecido 0sseo e adiposo sdo originados de células mesenquimais

indiferenciadas e contém tendéncias iguais para a diferenciacdo em adipécitos e
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osteoblastos, mas, o aumento de diferenciacdo em adipOcitos pode suprimir a

diferenciacdo em osteoblastos [6,12].

O objetivo do tratamento da osteoporose é amenizar os sintomas e reduzir
o risco de fratura [13]. Desta forma, a terapia farmacoldgica pode ser através de
agentes antirreabsortivos e/ou anabdlicos [8]. Os bifosfonatos, moduladores seletivos
de receptores de estrébgenos e o0 anticorpo monoclonal, o denosumab sao
classificados como antirreabsortivos. J4, a teriparatida e o ranelato de estroncio sdo
farmacos anabolicos que favorecem a neoformacao 6ssea [8]. Ainda que, ha grande
variedade de opcdes de medicamentos, os bifosfonatos sdo a primeira escolha para
o tratamento a osteoporose [8]. Mais especificamente, neste estudo utilizamos o
Risedronato de Sdodio, composto nitrogenado que, na via do mevalonato, induz a
apoptose dos osteoclastos por inibir a enzima importante para a ativacdo dos
osteoclastos, a farnesil pirofosfato sintase [1]. Desta maneira, diminui a reabsorcao e
aumenta a densidade mineral 6ssea. Também, ha diminuicdo da remodelacéo 6ssea
e, 0 uso continuo pode acumular danos, microfraturas ésseas e causar efeitos
colaterais como fraturas atipicas de baixa energia e osteonecrose dos maxilares. Esta
Gtima condicao € importante para a odontologia e, ha estudos do nosso laboratério
que mostram prejuizos no reparo alveolar e periimplantar de ratas osteoporoticas

tratadas com o alendronato de sodio.

No entanto, terapias modificadas e novas drogas estdo surgindo para
combater as desvantagens ou efeitos colaterais associados aos tratamentos. Essas
abordagens visam vias recém-descobertas envolvidas na formacgéo de osteoclastos,
aumentam a afinidade com drogas ou melhoram a focalizacdo 6ssea [1]. Com isso,
as terapias naturais vieram com a finalidade de prevenir e/ou auxiliar no tratamento
da osteoporose. Uma delas € a genisteina, fitoestrégeno encontrado abundantemente
na soja e contém estrutura quimica semelhante ao estradiol. E um natural modulador
seletivo dos receptores de estrogenos e pode regular de forma positiva o0 metabolismo
0sseo. Evidéncias na literatura, mostram em estudos in vitro, em cultura de células, a
formacado de nddulos de mineralizacdo, e também, de estudos em nosso laboratorio
podemos observar efeito favoravel sobre a dindmica da precipitagdo de Calcio na

matriz de colageno do tecido ésseo.

Assim, este estudo foi elaborado para observar a acdo sinérgica do

medicamento sistémico, risedronato de sédio, com o administrado localmente, através
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da funcionalizacdo de implantes com genistina no reparo peri-implatar de ratas

submetidas a ovariectomia e com habitos de mimetizam a sindrome metabdlica.
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2 OBJETIVO

Avaliar a acdo sinérgica entre o risedronato de sédio e a genisteina
administrados de forma sistémica e local, repectivamente, sobre o reparo peri-

implantar em ratas com deficiéncia de estrégeno e sindrome metabdlica.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 12 etapa — Funcionalizacdo da Superficie dos discos/implantes e

sua caracterizacado Fisico-Quimica e Bioldgica

3.1.1 Discos/implantes utilizados na pesquisa

Para esta pesquisa, foram utilizados discos/implantes de titanio
comercialmente puro grau IV baseado no conceito de duplo ataque acido (Emfils
Comeércio Produtos Odontolégicos, Itu, Sdo Paulo, Brasil). As dimensdes do implante
eram de 1,4 mm de didametro e 2,7 mm de altura, esterilizados por raios gama (Figura
1).

FIGURA 1 — Dimensdes do implante que foi instalado na maxila dos ratos

2.7mm

LL-LL\_

il

1.4mm

o

Fonte: Autora, 2021

3.1.2 Tratamentos medicamentosos na superficie dos discos/implantes

A superficie dos disco/implantes foi funcionalizada pela preparacédo de
filmes LbL. Tal técnica consiste na imersdo de um substrato sélido (geralmente com
certo desequilibrio de cargas em sua superficie) por um determinado intervalo de
tempo numa solucdo aquosa contendo o material a ser depositado. A carga deste
material deve ser contraria a do substrato para que ocorra adsorcdo por atracao
eletrostatica. Posteriormente, o conjunto substrato + monocamada foi lavado a fim de

eliminar o excesso de material. Em seguida foi imerso numa solugédo contendo um
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outro material, agora de carga contraria a do material inicialmente depositado,
formando assim os filmes ultrafinos compostos por bicamadas moleculares catibnicas
e anibnicas, alternadamente adsorvidas. O novo conjunto substrato + bicamada é
lavado e pode ser seco novamente em estufa a 60°C. A técnica LbL tem como
vantagens a simplicidade dos materiais envolvidos para a formacéao de multicamadas,
o substrato pode ser de qualquer geometria e o solvente comumente empregado € a
agua. Foram empregados o eletrdlito poliestireno sulfonado (PSS) (carga negativa),
no qual os farmacos estavam dispersos, e uma solucao de eletrolitica de TiO2 (carga
positiva) previamente preparada pelo método sol-gel [14]. Como mencionado, a

solucéo de PSS foi preparada contendo genisteina.

O crescimento de filmes pela técnica LbL foi realizada sob superviséo Prof.
Paulo Noronha Lisboa-Filho. Vale destacar que o grupo de pesquisa do Professor
Paulo possui ampla experiéncia quanto a funcionalizacéo de superficies de implantes,
o que foi fundamental para o desenvolvimento desta etapa do processo, bem como
para a caracterizacgéo fisico-quimica das superficies desenvolvidas [15,16]. Durante a
padronizacao do protocolo de Ibl com a genisteina, foram produzidos discos de titanio,
fornecidos pela Emfils, para que estes fossem utilizados nos experimentos de culturas

de células.

3.2 22 etapa - Cultura de células da superficie dos discos

funcionalizados

3.2.1 Experimentos de Cultura de Células, para validacdo biolégica das

superficies a serem estudadas

As superficies funcionalizadas pelos farmacos foram avaliadas
biologicamente, a partir de experimentos em culturas de células que foram
desenvolvidos no laboratério da Professora Luana Marotta Reis de Vasconcellos, do

Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT) — UNESP Sao José dos Campos — SP.

3.2.2 Cultura de células mesenquimais e andlise da diferenciagéo celular
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Todos o0s passos referentes a cultura celular foram realizados no
Laboratério de Estudo Interdisciplinar em Células (LEIC) do Departamento de

Biociéncias e Diagnéstico Bucal do ICT — UNESP S&o José dos Campos — SP.

Apos a limpeza dos fémures, estes foram colocados em solucdo de
transporte contendo meio essencial minimo, modificacdo alfa com L-glutaminha (a-
MEM — Gibco) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda,
Campinas Brasil) e gentamicina (Gibco, Grand Island, Nova lorque). No fluxo laminar,
as extremidades foram removidas e culturas primarias de osteoblastos foram isoladas
a partir das células obtidas pela lavagem da medula éssea dos fémures, utilizando
meio de cultura osteogénico de acordo com Rosa et al. [17]. Posteriormente estas
células foram distribuidas em frascos para cultura (Nunc, Dinamarca) e incubadas a
37°C com 5% de CO:2 (Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). O meio de cultura foi trocado
a cada trés dias e a progresséao da cultura avaliada por microscopia de fase invertida
(Microscopio Carl Zeiss — Axiovert 40C, Germany). Apds a confluéncia
(aproximadamente 7 dias), as células foram liberadas enzimaticamente [17]. Foram
plagueadas 15.000 células viaveis em cada poco da microplaca de 24 pocos (Nunc,
Dinamarca), sendo acrescentado meio de cultura osteogénico para obtencédo do
volume final de 1 mL. Estas placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO: e os
osteoblastos de todos os grupos foram avaliados quanto a viabilidade celular, o
conteudo de proteina total, a atividade de fosfatase alcalina, a formacdo de nédulos
de mineralizacdo e o citoesqueleto celular. Todos os testes foram realizados de
acordo com a ISO 10993-1 e em triplicada [18], sendo que cada triplicata foi um pool
de células provenientes do fémur de 4 animais de cada grupo. O grupo controle a ser
utilizado em todos os testes foi a superficie com duplo ataque acido da empresa

Emfils®.

3.2.3 Determinacao da viabilidade celular

Foi realizada avaliacdo quantitativa de células vivas, ap0s a exposicéo ao
agente toxico pela incubagdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo]
(Sigma Aldrich) e anélise espectrofotométrica do corante incorporado. Como controle
positivo foi utilizado solucdo de fenol a 0,2% e o controle negativo sera o fundo da

placa. Para a avaliagdo da viabilidade celular, as células foram cultivadas nos pogos
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e avaliadas apos os periodos de 03, 07 e 14 dias, utilizando medida colorimétrica em
leitor de microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek EL808IU), de acordo

com Andrade et al. [19]. Os dados foram aferidos como absorbancia.

3.2.4 Analise de formacao de nédulos de mineralizagao

As células, serdo incubadas a 37°C/5% de CO: por 10 e 14 dias e apos
este periodo sera quantificada a formacdo de nédulos de mineralizacdo, utilizando a
coloracao por vermelho de Alizarina S 2% (Sigma Chemical, USA), que foi mensurada
no espectofotdbmetro a 405nm, de acordo com Andrade et al. [19]. Os valores foram

obtidos em absorbancia.

3.2.5 Teste de micronucleos

O dano nuclear presente nas células mesenquimais foi avaliado nos
periodos de 5 e 10 dias, através do teste de microndcleos, realizado de acordo com o
guideline de OECD atualizado em 2014 (TG487). As células mesenquimais obtidas
dos fémures foram cultivados meio essencial minimo, modificacdo alfa com L-
glutaminha (a-MEM - Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen) a 37°C e 5% CO2. Para o teste, 2.000 células foram cultivadas em laminas
de vidro em 4 mL de meio celular por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Em
seguida, as células foram incubadas com citocalasina B (Sigma-Aldrich) na
concentragéo de 6 ug/mL por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% CO:2 para inibir a
citocinese e induzir o acimulo de células binucleadas. As células foram submetidas
ao choque hipotonico e fixadas em solucédo de metanol: acido acético (3:1) por 10 min
(procedimento repetido 3 vezes). ApOs secagem, as células foram coradas em
Giemsa-Wright a 5% por 6 minutos. Os micronucleos foram analisados em
microscopio de imerséo (100X), sendo que foram avaliadas 2.000 células/placa por
concentracdo em pelo menos dois experimentos independentes. Os micronucleos
foram identificados como estruturas de DNA contidas no citoplasma claramente
separados do nucleo principal, cercados por uma membrana nuclear e incluindo uma
area menor que 1/3 da area do nudcleo principal. Foram contadas as células com

menos de cinco microndcleos.
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3.3 3% - etapa da Pesquisa- Experimentos in vivo com o Modelo

Experimental proposto

3.3.1 Delineamento experimental

A linha do tempo englobando os procedimentos experimentais a serem
realizados pode ser visualizado nas figuras 2, 3, 4, 5 e tabela 1. Foram utilizadas 64
ratas Wistar (Rattus novergicus albinus, Wistar), fémeas, submetidas a cirurgia de
ovariectomia e portadoras de sindrome metabdlica, tratadas ou ndo com risedronato
de sdédio sistémico, quando foi avaliado o reparo 6sseo peri-implantar. O farmaco
administrado localmente foi a genisteina. Essa substancia foi incorporada aos
implantes a serem instalados na maxila das ratas. A incorporacdo do farmaco as
superficies dos implantes e os testes em experimentos de culturas de células foram

realizados na 12. fase desta pesquisa.

No tempo zero, as ratas selecionadas para o0 experimento foram
submetidas a cirurgia ficticia ou cirurgia de ovariectomia bilateral. Apds a recuperacao
da cirurgia, os animais receberam a dieta de cafeteria para a determinacdo da
Sindrome Metabdlica. Passados 30 dias (t=30d), o tratamento medicamentoso com
risedronato de sodio (0,35mg/kg/semana) ou veiculo, via gavagem, foi iniciado. Aos
60 dias ap6s o inicio do tratamento medicamentoso (t = 90d) foram feitas as cirurgias
de exodontia dos los molares superiores bilateralmente, seguida da instalacao
imediata dos implantes com superficie convencional ou tratada com a genisteina local.
Aos 28 dias apos a instalacdo dos implantes (t= 118d), os animais foram anestesiados
e os implantes foram removidos utilizando o torquimetro, para obtencdo dos dados

guanto ao torque de remocao.

FIGURA 2 — Tempo experimental dos grupos SHAM (C e G) referentes a avaliag&o peri-
implantar
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Fonte: Autora, 2021

FIGURA 3 — Tempo experimental dos grupos SHAM SM (C e G) referentes a avaliagdo
peri-implantar
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Fonte: Autora, 2021
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FIGURA 4 — Tempo experimental dos grupos OVX SM (C e G) referentes a avaliagcéo
peri-implantar
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Fonte: Autora, 2021

FIGURA 5 - Tempo experimental dos grupos OVX SM RIS (C e G) referentes a avaliagéo
peri-implantar
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Fonte: Autora, 2021
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TABELA 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com a superficie do
implante

Implante Implante
Grupo ) ) ) (n) Total
convencional funcionalizado

SHAM 8 8 16

SHAM SM 8 8 16

OVX SM 8 8 16

OVX SM RIS 8 8 16

Fonte: Autora, 2021
3.3.2 Animais

Os procedimentos a serem executados no presente projeto foram
submetidos a apreciacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
instituicdo, recebendo a autorizacdo para a sua execucdo sob o protocolo niumero
566-2019. As ratas, ao inicio do experimento apresentaram a idade de 4 meses, foram
mantidas em biotério climatizado e com ciclo claro/escuro a cada 12 horas e receberéo
agua ad libitum. Em funcdo do modelo de sindrome metabdlica, apds 1 semana no
biotério para adaptacdo as condicbes ambientais, recebendo racdo de composicao
nutricional balanceada e agua ad libitum, as ratas passaram a receber dieta de

cafeteria, como foi descrito na sequéncia, sendo mantida a 4gua ad libitum.

3.3.3 Ciclo estral

Para garantir que as ratas selecionadas para 0s experimentos estejam
ciclando normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente
foram introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiol6gico que, em seguida,
foram aspiradas e colocadas em lamina histolégica para leitura microscépica imediata
técnica de Long e Evans [20] para reconhecimento das 4 fases do ciclo estral. As ratas
foram utilizadas ap0s a obtencéo de 2 a 3 ciclos estrais regulares. Vale destacar que
esta técnica foi utilizada novamente com o intuito de validar a cirugia de ovariectomia

bilateral realizada.
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3.3.4 Cirurgia de ovariectomia

As ratas foram anestesiadas com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers,
Brasil, Ltda.) e Cloridrato de Cetamina (Cloridrato de quetamina injetavel, Fort Dodge,
Saude Animal Ltda.) e, a seguir, foram imobilizadas sobre prancha cirdrgica em
posicdo de decubito lateral, foi realizada uma inciséo de 1cm nos flancos, divulsdo por
planos do tecido subcutdneo e, em seguida, do peritbnio a fim de ter acesso a
cavidade abdominal. Em seguida, serdo localizados 0s ovarios e 0s cornos uterinos
que serdo laqueados com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl'™ — Jhonson & Jhonson,
New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Feito isso, foi realizada a remocédo dos ovarios.
Finalizado, foi feita a sutura por planos com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ —
Jhonson & Johnson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). As ratas do grupo sham
passaram pelo mesmo procedimento, porém apenas foi realizada a exposicdo
cirdrgica dos cornos uterinos e dos ovarios sem suas respectivas lagueadura e

remocao.

FIGURA 6 - Imagens representativas da cirurgia de ovariectomia mostrando atricotomia
(A), local dainciséo (B), exposi¢éo do ovario (C), ligadura (D), remocéo do ovario (E),
sutura final (F)

Fonte: Autora, 2021
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3.3.5 Sindrome Metabdlica - Dieta de cafeteria

Foi oferecida uma dieta de alta densidade energética (hiperlipidica) de
cafeteria [21,22], durante todo o experimento.

FIGURA 7 - Alimentacdo dos animais do grupo SM, seguindo os modelos de Gomez-
Smith et al. [23] e Carillon et al. [24]

Fonte: Autora, 2021

Para cada animal foi pesado diariamente uma quantidade de 30g da
alimentacgao, que variara entre bolachas recheadas, bolachas tipo “waffer”, salgadinho
de milho e também uma garrafa de &gua com uma concentracado de 12% de sacarose
(Tabela 2).

TABELA 2 — Quantidade de alimento dada para os animais por dia

Alimentos Quantidade (g/rato/dia)
Bolacha Recheada 10
Bolacha Tipo “Waffer” 10
Salgadinho de Milho 10
Agua + Aclcar (12%) 24g em 200ml de agua

Fonte: Autora, 2021

Foi realizado quinzenalmente o controle de peso, glicemia, indice de Lee
para que se pudesse acompanhar o desenvolvimento das alteracdes metabdlicas nos

animais experimentais.



40

3.3.6 Tratamento medicamentoso sistémico com risedronato de sédio

O risedronato de sodio foi administrado na dosagem de 0,35
mg/kg/semana, de acordo com as orientacdes na bula do medicamento, através de
gavagem. O inicio da sua administracéo foi aos 30 dias ap0s a cirurgia de ovariectomia
e foi mantido ao longo de todo o experimento. Utilizando uma agulha curva de
gavagem (Insight equipamentos), a medicacdo diluida em agua foi administrada

semanalmente. O volume final administrado sera de 0,3ml.

3.3.7 Técnica cirargica para extracao dental

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao
procedimento cirargico e sedados pela combinacdo de 50mg/kg de Ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil)
e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda —
Osasco, Sao Paulo, Brasil) e receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg,
Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local

e para hemostasia do campo operatério.

Apods a sedacao, o animal foi posicionado na mesa cirdrgica confeccionada
especialmente para procedimentos cirdrgicos em roedores, favorecendo a
manutencdo da cavidade bucal aberta e proporcionando um posicionamento
adequado para o procedimento de exodontia, antissepsia da regido com
Polivinilpirrolidona lodo Tépico (PVPI 10%, Riodeine Topico, Rioquimica, Sdo José do
Rio Preto).

Apods antissepsia a exodontia dos primeiros molares superiores foram
realizadas com o auxilio de um esculpidor Hollenbeck n° 3S (Quinelato, Rio Claro —
SP), para a realizacao da diérese; sindesmotomia, em seguida a luxacao do primeiro
molar superior com o esculpidor de hollenbeck 3S utilizando o principio de uso em
forma de cunha e alavanca, para em seguida realizar a elevagcado do elemento dentario

(exodontia).
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FIGURA 8 —Imagens representativas da cirurgia de exodontia do 1° molar superior

Fonte: Ana Claudia Ervolino da Silva, 2021

3.3.8 Cirurgia para instalacdo dos implantes osseointegraveis na maxila

No mesmo tempo cirdrgico em que foi realizada a exodontia dos 1os
molares superiores, foi realizada a instalacéo imediata dos implantes osseointegraveis

tendo como referéncia o alvéolo da raiz mésio-vestibular dos 10s molares extraidos.

Foram instalados implantes de titdnio comercialmente puro grau IV
baseado no conceito de duplo ataque acido (Emfils Comércio Produtos Odontoldgicos,
Itu, Sdo Paulo, Brasil), com diametro de 1,4 mm e altura de 2,7 mm, esterilizados por
raios gama (Figura 1), submetidos (grupo experimental) ou ndo (grupo controle) a
funcionalizacdo das superficies com genisteina, o farmaco proposto neste estudo.
Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa espiral de 1,2 mm de diametro montada
em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de
1000 rpm, sob irrigacdo com solucdo isotdnica de cloreto de soédio a 0,9%
(Fisiol6gico®, Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra
angulo com reducédo 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®,
Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany) e profundidade de 2,0mm, com
travamento e estabilidade inicial.

Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada regido de primeiro

molar superior. Para o fechamento dos tecidos (sintese), foi utilizado o fio
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monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com

pontos interrompidos.

No pés-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular
de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiético Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas

individuais durante todo o experimento com ra¢do e 4gua ad libitum.

FIGURA 9 — Imagens representativas da cirurgia de instalacdo imediata do implante no
alvéolo daraiz mesial, apds a exodontia do 1° molar superior

Fonte: Ana Claudia Ervolino da Silva, 2021

3.3.9 Eutanésia e andlise biomecanica (torque reverso dos implantes)

Para a analise biomecéanica, aos 28 dias apds a exodontia dos 10s molares
superiores e instalacdo imediata dos implantes, os animais foram sedados com
cloridrato de quetamina e xilazina e as maxilas foram acessadas para exposi¢cédo dos
implantes e realizagdo do torque reverso. Um monta-implante (Neodent, Curitiba,
Parand, Brasil) foi adaptado ao hexagono do implante e o torquimetro digital foi

acoplado ao monta-implante.

Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o torque reverso até a
rotacdo do implante no interior do tecido 0sseo, rompendo-se completamente a
interface osso/implante, momento em que o torquimetro registre o pico maximo de

torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm).

3.4 Analise Estatistica
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Os dados obtidos, seja dos experimentos de culturas de células,
caracterizacao clinica dos animais e torque de remocéo, foram submetidos a analise
estatistica pelo software GraphPad Prisma 7.01. Os valores foram tabulados,
submetidos ao teste de homocedasticidade para posterior avaliacdo por testes
paramétricos ou nao paramétricos, estabelecido o nivel de significancia (p<0,05). Os
dados obtidos neste estudo foram paramétricos, utilizando-se o teste ANOVA um fator

ou dois fatores, com pos teste de Tukey e nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimentos in vitro

A determinagéo do protocolo de LbL com a ultima camada composta de
genisteina (12. Etapa deste estudo) foi realizada junto com os experimentos de cultura
de células (22. etapa), a fim de que a superficie funcionalizada fosse testada nas
células em cultura, determinando se a concentracdo utilizada seria segura para 0s
experimentos in vivo (32. etapa do estudo). Para tanto, durante a 12. e 22. etapa, foram
utilizados discos de titdnio com a mesma superficie convencional (tratamento vindo
da fabrica doadora dos implantes) e a funcionalizacdo foi efetuada seguindo o
protocolo de LbL determinado nos experimentos preliminares, sob superviséo do Prof.
Paulo Noronha Lisboa Filho. A seguir, apresentaremos os resultados referentes aos

experimentos em cultura de células.

Experimentos in vitro (culturas de células mesenquimais — realizado no
laboratorio da Profa. Luana Marotta Reis de Vasconcelos, no ICT/UNESP, em Sé&o
José dos Campos). No periodo referente ao presente relatorio, os experimentos de
culturas de células foram repetidos, utilizando a concentracbes da genisteina
selecionada para este estudo (100uM), além dos discos controle (Titanio), sem o
farmaco administrado. Para a realizacao de cada teste e seus diferentes periodos de
analise, foram utilizados 6 discos por superficie avaliada, lembrando que os ensaios
foram realizados sempre em triplicata (portanto, 18 discos por superficie testada). O
preparo dos discos com a técnica de layer by layer foi realizado em nosso laboratério
(LSMT), sob a orientagdo do Prof. Paulo Noronha Lisboa Filho, da FC/UNESP em
Bauru). A camada aplicada na superficie dos implantes € composta por 6xido de titanio
(TiO2) e poli sddio 4 estirenosulfato (PSS), sendo finalizada por cada um dos farmacos

testados em suas diferentes concentragdes, como descrito a seqguir:
- Controle — disco de titdnio sem tratamento

- Gen (+) — disco que recebeu layer by layer com Genisteina 100uM
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Os testes foram realizados com culturas primarias de osteoblastos,
isoladas a partir das células obtidas pela lavagem da medula 6ssea dos fémures,

seguindo metodologia descrita na proposta inicial do nosso projeto.

Os experimentos aqui apresentados referem-se a avaliacdo do
metabolismo celular pelo ensaio de MTT aos 3, 7 e 14 dias de plagueamento, a
avaliacdo dos nodulos de mineralizacdo aos 14 dias ap0s o plaqueamento, o teste de
micronucleo (genotoxicidade) aos 5 e 10 dias de plagueamento.

Para os resultados de MTT e ndédulos de mineralizacéo, foi realizado o
plagueamento de 15.000 células por poco (cada poc¢o continha 1 disco de titanio). Os
dados foram submetidos ao teste estatistico utilizando-se o software GraphPad Prism
7.03, onde, apos o teste de homocedasticidade Shapiro Wilk, foi realizado o teste
ANOVA 2 fatores, sendo considerado como fatores o tratamento (farmacos utilizados

na funcionalizagé@o da superficie dos implantes) e o tempo.

GRAFICO 1 - Resultados referentes ao MTT onde foi avaliado o metabolismo celular das
células em contato com a concentragao de 100uM de Genisteina (tratamento) aos 3,7 e
14 dias (tempo), ap6s o plaqueamento. Quando avaliada a interagdo entre os fatores
Tratamento e Tempo, ndo foi observada interacéo entre estes (p=0,9926) e observou-se
diferenca estatisticamente significativa na variavel tempo (p<0,0001) (*). Pode-se
observar que aos 7 dias, observa-se maior absorbéncia em comparacdo aos demais
periodos avaliados
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Baseado nos valores médios obtidos quanto a absorbancia para cada uma
das concentracdes de farmacos testados no disco e considerando o disco de Titanio
puro como o controle, fizemos um calculo que permitiu determinar a viabilidade celular
com base nos valores observados neste experimento [25] e os valores obtidos
mostraram viabilidade celular superior a 70%, o que € considerado satisfatério de
acordo com ISO 9001/2000. Estes valores quanto a viabilidade celular, expressos em

porcentagem, estdo representados nos graficos abaixo.

GRAFICO 2 - Valores representativos da viabilidade celular, em porcentagem, calculada
a partir dos valores de absorbéancia para as superficies convencional e Genisteina
100uM. Estes resultados nos deixaram seguros quanto a sele¢cao da concentragcédo
testada neste estudo
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A avaliacdo da formacédo de nodulos de mineralizagéo foi realizada aos 14
dias apds o plagueamento das células nos discos de titanio contendo as superficies
testadas. Uma vez que foi avaliado apenas o periodo de 14 dias, foi aplicado o teste
ANOVA One Way e poOs teste de Tukey e os graficos abaixo, representam

separadamente os farmacos utilizados nas funcionalizag¢des.
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GRAFICO 3 - Resultados referentes a formac&do de nodulos de mineralizagcdo aos 14
dias ap6s o plaqueamento das células sobre as superficies funcionalizadas com a
genisteina 100 uM neste estudo. Observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as superficies testadas p>0,05
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Para os ensaios de genotoxicidade através da contagem de micronucleos,
foi realizado o plagueamento de 15.000 células por poco. Os experimentos de
genotoxicidade foram realizados aos 5 e 10 dias apés o plaqueamento. Para a analise
comparativa entre os diferentes grupos, foi realizado o teste ANOVA 2 fatores, tendo
como fatores avaliados o Tratamento e Tempo. Estes resultados serdo apresentados

na forma de gréficos, na sequéncia.
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GRAFICO 4 - Valores representativos quanto ao nimero de micronucleos formados na
presenca das superficies testadas: convencional, genisteina 100puM. A partir da
aplicacdo do teste ANOVA 2 fatores (tratamento x tempo), observa-se que ndo houve
interacdo entre tratamento e tempo (p=0,2450), ndo houve diferenca estatisticamente
significativa considerando-se tempo (p=0,0637) e tratamento (p=0,1895)
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A analise conjunta dos resultados in vitro apresentados mostraram que a
concentracdo de genisteina testada para a funcionalizacdo dos discos de titanio
manteve a viabilidade celular, mostrando resultados favoraveis também quanto a
genotoxicidade. Apesar de néo ter mostrado valores significativamente superior a
superficie convencional quanto a formacao de ndédulos de mineralizacdo, maiores
valores foram observados. Portanto, a analise conjunta dos resultados mostra que a
concentracdo selecionada para a funcionalizacdo com genisteina da superficie dos
implantes apresentou-se segura para a execucao dos experimentos in vivo, mostrados

na sequéncia.

4.2 Experimentos in vivo

Os experimentos in vivo foram executados apés a autorizagdo do comité

de ética no uso de animais, protocolo 566-2019.

Os experimentos in vitro mostraram que a concentracao utilizada para a
funcionalizacdo com a genisteina foi segura para a viabilidade das células e por este

motivo, demos continuidade a etapa seguinte, ou seja, 0S experimentos in vivo.
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Baseado em todos o0s aspectos elencados acima, iniciamos 0s

experimentos in vivo e apresentaremos os resultados obtidos na sequéncia.

Ao iniciarmos 0s experimentos, em fungdo dos grupos experimentais
Sham/SM (Sham e sindrome metabdlica), OVX/SM (Ovariectomia e sindrome
metabdlica) e OVX/SM/RIS (Ovariectomia e sindrome metabdlica e tratamento oral
com risedronato de sédio), coletamos dados clinicos dos animais referentes a peso,
indice de Lee (em funcdo da sindrome metabdlica), glicemia (para observar uma

possivel resisténcia a insulina pela dieta hipercalérica).

Os graficos apresentados referentes a peso, glicemia e indice de lee foram
confeccionados considerando todos os animais experimentais divididos nos 4 grandes
grupos: animais controle (SHAM), animais SHAM com sindrome metabdlica
(SHAM/SM), animais ovariectomizados com sindrome metabdlica (OVX SM), animais
ovariectomizados com sindrome metabdlica e tratados com risedronato de sédio (OVX
SM RIS). Os periodos avaliados foram: T1, medida realizada antes da cirurgia ficticia
ou cirurgia de ovariectomia, T2, medida realizada antes da exodontia/instalacdo dos

implantes, T3, medida realizada antes da eutanasia.

Os valores médios foram submetidos a andlise estatistica pelo software
GraphPad Prism 7.03. O teste de homocedasticidade foi o de Kolmogorov Smirnov.
Foi confirmada a distribuicdo normal dos dados em todos os parametros analisados.
Na sequéncia foi realizado o teste ANOVA Two Way, com pos teste de Tukey, nivel
de significancia de p<0,05. As diferencas encontradas entre os tempos experimentais

estdo descritas nas legendas de cada gréafico apresentado.

O primeiro parametro clinico avaliado nos 4 grupos experimentais ao longo
dos 3 tempos experimentais foi o peso. O grafico abaixo mostra os valores médios
comparativos entre 0s grupos experimentais nos 3 tempos selecionados para a

avaliacao dos animais.
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GRAFICO 5 - Valores médios dos pesos dos animais que fazem parte dos grupos
experimentais propostos neste estudo. Os dados foram obtidos em 3 tempos
experimentais: TO (inicio dos experimentos), T60 (antes da cirurgia de exodontia e
instalacdo imediata dos implantes), T88 (28 dias apds a cirurgia, na eutanasia dos
animais). Foi realizado o teste estatistico ANOVA 2 fatores (fator condi¢cao sistémica e
fator tempo) e quando foram observadas diferencas, foi utilizado o pos teste de Tukey
(p<0,05). Observou-se diferencas estatisticamente significantes na variavel tempo
(p<0,05) em comparagdo com SHAM SM em TO (a), OVX SM em TO (b) e OVX SM RIS em
TO (c). Na variadvel condicdo sistémica observou-se diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05) na comparacao em T60 com SHAM (d), T88 com SHAM (e) e SHAM
SM (f)
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O segundo parametro clinico avaliado nos 4 grupos experimentais ao longo
dos 3 tempos experimentais foi a glicemia. O grafico abaixo mostra os valores médios
comparativos entre os grupos experimentais nos 3 tempos selecionados para a

avaliacao dos animais.
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GRAFICO 6 — Valores médios da glicemia dos animais que fazem parte dos grupos
experimentais propostos neste estudo. Os dados foram obtidos em 3 tempos
experimentais: TO (inicio dos experimentos), T60 (antes da cirurgia de exodontia e
instalacdo imediata dos implantes), T88 (28 dias ap6s a cirurgia, na eutanasia dos
animais). Foi realizado o teste estatistico ANOVA 2 fatores (fator condi¢cado sistémica e
fator tempo) e quando foram observadas diferencas, foi utilizado o pos teste de Tukey
(p<0,05). Observou-se diferencas estatisticamente significantes na variavel tempo
(p<0,05) em comparacdo com OVX SM em T60 (a) e OVX SM RIS em TO (b). Na variavel
condicéo sistémica observou-se diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) na
comparacdo em T60 com SHAM (c), SHAM SM (d) e OVX SM (e)
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O terceiro parametro clinico avaliado nos 4 grupos experimentais ao longo
dos 3 tempos experimentais foi a indice de Lee. O grafico abaixo mostra os valores
médios comparativos entre 0s grupos experimentais nos 3 tempos selecionados para

a avaliacao dos animais.
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GRAFICO 7 - Valores médios do indice de Lee dos animais que fazem parte dos grupos
experimentais propostos neste estudo. Vale destacar que o indice de Lee € um
parametro que relaciona a circunferéncia abdominal e a distdncia naso-caudal dos
animais. Os dados foram obtidos em 3 tempos experimentais: TO (inicio dos
experimentos), T60 (antes da cirurgia de exodontia e instalacdo imediata dos
implantes), T88 (28 dias ap0s a cirurgia, na eutanasia dos animais). Foi realizado o teste
estatistico ANOVA 2 fatores (fator condi¢éo sistémica e fator tempo) e quando foram
observadas diferencas, foi utilizado o pés teste de Tukey (p<0,05). Observou-se
diferencas estatisticamente significantes na variavel tempo (p<0,05) em comparagéo
com SHAM SM em TO (a), OVX SM em T0O (b) e OVX SM RIS em TO (c). Na variavel
condicdo sistémica observou-se diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) na
comparacdo em T60 com SHAM (d) e em T88 com SHAM (e)
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FIGURA 10 - Imagens da necropsia. Macroscopicamente observou-se a

guantidade/excesso de gordura entre os d6rgdos internos dos animais dos grupos
SHAM (A), SHAM SM (B), OVX SM (C) e OVX SM RIS (D)

Fonte: Autora, 2021

A andlise dos dados clinicos mostra que a condi¢do experimental utilizada

no estudo: ovariectomia e sindrome metabdlica alteraram de forma significativa o peso
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e por consequéncia o indice de Lee. No entanto, pouca interferéncia foi observada na
glicemia dos animais, mostrando que o protocolo experimental adotado neste estudo
quanto a dieta e cirurgia de castragcdo bilateral interferiram na massa/peso e
distribuicdo lipidica nos animais sem promover grandes alteracdes nos niveis
glicémicos. No tempo final de analise (T88) foram observadas as maiores diferencas
entre 0s grupos experimentais. Estes resultados mostram que o modelo experimental
adotado neste estudo foi eficiente para promover as alteracbes metabdlicas que
mimetizam alteracbes no metabolismo lipidico observado clinicamente durante a
menopausa em pacientes com a perda dos esteroides gonadais. A seguir,
apresentamos os dados referentes ao torque de remocao nos 4 grupos experimentais,

comparando-se as duas superficies testadas.

GRAFICO 8 - Valores médios obtidos no torquimetro digital durante a remoc&o dos
implantes aos 28 dias pds-operatérios. Os dados foram submetidos ao teste estatistico
ANOVA two way, tendo como fatores avaliados a condig&o sistémica dos animais e a
superficie dos implantes testados. Havendo diferencas entre os fatores, foi aplicado o
pos teste de Tukey, com nivel de significancia de (p<0,05). Observou-se diferencas
estatisticamente significantes na variavel superficie funcionalizada com genisteina
(p<0,05) em comparacdo com SHAM (a), SHAM SM (b) e OVX SM (c)
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Os resultados mostraram que nos grupos SHAM e OVX SM Ris, a
superficie funcionalizada por genisteina resultou em maiores valores durante o torque
de remocdo em comparacdo a convencional, apesar de nao haver diferencas

estatisticamente significativas. Vale destacar que os melhores valores no torque de
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remocao foram observados no grupo OVX SM Ris associado a superficie genisteina
e por este motivo, sugere-se que a associacdo entre risedronato sistémico e
genisteina local possibilitou uma melhora na biomecénica do tecido 06sseo
periimplantar na condicdo sistémica de deficiéncia de estrogeno e sindrome
metabdlica. No entanto, a superficie funcionalizada por genisteina isoladamente, sem
a administracao sistémica de risedronato mostrou uma piora na biomecanica do tecido
0sseo peri-implantar no grupo OVX SM. Este mesmo achado foi observado no grupo

SM que recebeu a funcionalizagéo por genisteina.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a funcionalizacéo de disco de titanio puro
com genisteina na concentracdo de 100 uM foi seguro para a viabilidade e
metabolismo celular, com resultados favoraveis quanto a genotoxicidade. Por outro
lado, a formacao de nédulos de mineralizagdo ndo mostrou valores significativamente
superiores a superficie convencional, porém, valores maiores foram observados.
Estudos in vitro de Wang e cols [26] mostraram que o vidro bioativo adsorvido por
genisteina, aumentou a diferenciacdo de osteoblastos e a mineralizagdo da matriz.
Dessa forma, concluiu que tal biomaterial poderia ser bom para o tratamento de defeito
0sseo e a liberacao de genisteina do biomaterial poderia sem excelente para o reparo

dsseo.

A osteoporose e a sindrome metabdlica vém chamando atencéo pela alta
prevaléncia global. Ambas, sdo doencas sistémicas e multifatoriais, com altas taxa de
morbidade e mortalidade, que aumenta a prevaléncia conforme a idade e estilo de
vida ndo saudavel [1,2,4,6,8,9,12]. Ainda que h& grande variedade de opcdes de
medicamentos para o tratamento da osteoporose, 0s antirreabsortivos, os bifosfonatos
sdo a primeira escolha [8]. Sabe-se que os antirreabsortivos diminuem a reabsorcéo
0ssea e aumenta a densidade mineral 0ssea, através da diminuicdo da remodelacéo
Ossea [1] e, como consequéncia adversa podem causar prejuizos na osseointegracao

de implantes maxilares e osteonecrose dos maxilares [26,27].

Para o presente estudo in vivo, a condicdo de osteoporose foi mimetizada
parcialmente pela ovariectomia bilateral e, ap6s 30 dias iniciou-se a terapia
medicamentosa com 0 antirreabsortivo mais utilizado pela populacédo, o risedronato
de sddio, uma vez por semana até o dia da eutanasia. 60 dias apOs a terapia
medicamentosa, realizou-se a exodontia bilateral dos 1os molares superiores e
imediatamente, no alvéolo da raiz mesial foi instalado o implante com a superficie

convencional ou funcionalizada com genisteina.

A genisteina é um fitoestrégeno estudado em nosso grupo, que
sistemicamente mostrou resultados positivos no reparo alveolar e periimplantar. A
técnica de implante em maxila foi executada pela primeira vez em nosso grupo e
consideramos essencial, pois, podemos mimetizar ao maximo a situacao encontrada

na clinica. Os ossos maxilares desempenham um papel fundamental na mastigagéo
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e fonacéo, e clinicamente requer conhecimento detalhado dessas estruturas, pois, é
um fator determinante na abordagem cirurgica, tempo de cicatrizacéo e reabilitacdo

protética [28].

Nossos animais sdo portadores de deficiéncia de estrogeno, condi¢cdo que
predispbe a osteoporose. Dessa forma, ocorre alteragdo no perfil lipidico,
dislipidemias e consequentemente o aparecimento da sindrome metabdlica [29]. Esta
condicgéo foi adicionada em nosso modelo experimental, através da dieta de cafeteria
[30,31] logo apos a cirurgia de ovariectomia bilateral até o dia da eutanasia, 28 dias
apos a instalacdo dos implantes. Para isso, realizamos testes clinicos nos animais,
para observa a evolucdo da sindrome metabdlica durante o experimento, através de

teste glicémico e indice de Lee.

No presente estudo observamos que em TO (inicio dos experimentos) 0s
animais de todos os grupos apresentavam peso corporal semelhante e, apds a
ovariectomia bilateral e a introdug&o da dieta de cafeteria, os grupos SHAM SM, OVX
SM e OVX SM RIS aumentaram significativamente o peso corporal em T60 (cirurgia
— exodontia e implante imediato) e mantiveram em T88 (eutanasia). Ja o grupo SHAM
nao alterou de forma significativa o peso corporal ao longo do experimento. Na
comparacao em T60 e T80 entre SHAM com os demais grupos, podemos observar
gue a ovariectomia e/ou a dieta de cafeteria aumentaram significativamente o peso

corporal.

Nossos dados estdo de acordo com Miao e cols [32], pois, 0S mesmos
observaram valores maiores de peso corporal apos a ovariectomia. Também, Coelho
e cols [33], Tukel e Delilbasi [29], e Montalvany-Antonucci e cols [34] observaram que
apos a introducdo da dieta para o desenvolvimento da sindrome metabdlica, os

animais tiveram aumento significativo do peso corporal.

Por outro lado, observamos pouca interferéncia na glicemia dos animais
com dieta de cafeteria. Logo, a condi¢cdo de diabetes melitus ndo foi confirmada ao
longo do experimento. Em concordancia, Coelho e cols [33] também observaram que
0s animais com sindrome metabdlica e dieta de cafeteria apresentaram niveis de
glicose semelhantes aos animais controle. Ao contrario, Tukel e Delilbasi [29] e

Montalvany-Antonucci e cols [34] observaram aumento da glicose no sangue dos
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animais com dieta rica em sacarose e dieta rica em carboidratos refinados,

respectivamente.

Contudo a avaliacdo dos parametros do indice de Lee, observamos que os
grupos com sindrome metabdlica e ovariectomizados, SHAM SM, OVX SM e OVX SM
RIS apresentaram significativamente indices mais elevados em T88, quando
comparados em TO0. Ja na comparagdo entre o grupo SHAM com 0S grupos com
sindrome metabdlica e ovariectomizados, observamos aumento significativo do indice
de Lee em OVX SM e OVX SM RIS em T60 e, em T88 houve aumento significativo
em SHAM SM, OVX SM e OVX SM RIS.

Segundo, Coelho e cols [33], macroscopicamente, na necropsia, observou
—se excesso de depdsito de gordura ao redor dos 6rgados internos. Tal informacéo
corrobora com nossos achados clinicos, pois 0s animais com sindrome metabdlica,
durante a necropsia observamos excesso de gordura entre os 0rgdos internos,
principalmente entre as visceras. Estes resultados mostram que o modelo
experimental adotado neste estudo foi eficiente para promover as alteracdes
metabdlicas que mimetizam alteracbes no metabolismo lipidico observado
clinicamente durante a menopausa em pacientes com a perda dos esteroides

gonadais.

No teste biomecanico, o torque para a falha na interface osso e implante
em N/cm foi significativamente maior nos grupos SHAM e OVX SM RIS em
comparagao com os grupos SH SM e OVX SM, todos com implantes funcionalizados
com genisteina. Apesar de ndo observarmos diferencas estatisticas significativas, o
grupo OVX SM RIS apresentou maior valor de torque de remocéo do implante quando
comprado com SHAM, ambos com implantes funcionalizados. Vale destacar que os
melhores valores no torque de remogao foram observados no grupo OVX SM Ris
associado a superficie genisteina e por este motivo, sugere-se que a associacao entre
risedronato sistémico e genisteina local possibilitou uma melhora na biomecéanica do
tecido 6sseo periimplantar na condicdo sistémica de deficiéncia de estrogeno e

sindrome metabdlica.

No entanto, a superficie funcionalizada por genisteina isoladamente, sem
a administracéo sistémica de risedronato mostrou uma piora na biomecanica do tecido

0sseo peri-implantar no grupo OVX SM. Este mesmo achado foi observado no grupo
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SM que recebeu a funcionalizacdo por genisteina. Coelho e cols [33] observaram
reducado significativa do torque de remocao dos implantes no grupo com sindrome
metabdlica quando comparado com o grupo controle, porém, o estudo analisou
somente com interferéncia sistémica a sindrome metabodlica No nosso estudo, nédo
houve diferenca estatistica significante na comparacdo dos valores de torque de

remocao entre 0s grupos com implantes convencionais e implantes funcionalizados.
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6 CONCLUSAO

Portanto, dentro dos limites deste estudo podemos concluir que:

e A concentracao de 100 uM da genisteina para a funcionaliza¢do dos
discos de titanio manteve a viabilidade celular e resultados

favoraveis quanto a genotoxicidade.

e Adieta de cafeteria e a ovariectomia bilateral mimetizam a sindrome
metabdlica e a predisposicdo para osteoporose por deficiéncia de
esteroides gonadais.

e A acdo sinérgica entre farmaco sistémico (risedronato de sodio) e
genisteina local mostrou-se bastante promissora para a melhora no
processo de reparo periimplantar, principalmente no grupo SHAM e
OVX SM RIS.
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