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Cervantes LCC. Avaliacao da resposta 0ssea de uma superficie de implante revestida
com odanacatib em ratas ovariectomizadas. Estudo experimental in vivo [tese].

Aracatuba: Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2022.
RESUMO

Atualmente novos principios ativos de funcdo reabsortiva tém ganhado campo de
estudo para avaliar seus mecanismos e comportamento biolégico. Com isso, um novo
antirreabsortivo, inibidor da catepsina K tem apresentado efeito positivo na
osseointegracdo. Este estudo tem como objetivo avaliar a resposta Ossea da
superficie de implantes revestida por duplo ataque acido e Odanacatib (MK-0822) em
ratas ovariectomizadas. Neste estudo foram utilizadas ratas (Albinus, Wistar)
ovariectomizadas ou sham (placebo). Cinquenta e dois (52) tiveram as superficies
revestidas por duplo ataque &cido e MK-0822 a 0,06 mg/ml através do método
biomimético, e 48 implantes foram instalados em tibias de ratas ovariectomizadas ou
sham. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-x
(EDS) foram realizadas em 4 implantes apos tratamento de superficie, para anélise
da topografia e composicdo quimica, além da realizacdo da analise do angulo de
contato em 16 discos de titAnio comercialmente puro tratados com as mesmas
superficies. Aos 15 e 40 dias ap0s instalacdo de implantes (n=6), foi realizada
microtomografia computadorizada. Dados quantitativos foram avaliados adotando-se
o nivel de significAncia p<0,05. Além dos resultados topogréaficos favoraveis para os
grupos tratados com MK-0822, os resultados microtomograficos apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos SHAM e OVX na maioria dos
parametros (p<0,05). Ainda assim, os grupos tratados com MK-0822 apresentaram
resultado semelhante ou maior, porém sem diferenca estatistica, em relacao ao grupo
controle em todos os parametros (TV, BV, BV/TV, Th.Sp e Th.N).

Palavras-chave: Propriedades de Superficie. Antirreabsortivos. Implantes Dentarios.



Cervantes LCC. Evaluation of the bone response of an odanacatib coated implant
surface in ovariectomized rats. In vivo experimental study [thesis]. Aracatuba: S&o

Paulo State University (Unesp), School of Dentistry; 2022.
ABSTRACT

Currently new active principles of resorptive function have gained field of study to
evaluate their mechanisms and biological behavior. Thereby a new anti-absorbent,
cathepsin K inhibitor has had a positive effect on osseointegration. This study aims to
evaluate the bone response of the surface of implants coated by double acid-etched
and Odanacatib (MK-0822) in ovariectomized rats. In this study, either ovariectomized
rats (Albinus, Wistar) or sham (placebo) have been used. Fifty-two (52) implants had
the surfaces coated with double acid-etched and MK-0822 at 0,06 mg/ml by the
biomimetic method and 48 implants were installed on sham or ovariectomized rat
tibias. Scanning electron microscopy (SEM) and X-ray dispersive energy (EDS) were
performed in 4 implants after surface treatment for analysis of topography and
chemical composition, in addition to performing contact angle analysis on 16
commercially pure titanium discs treated with the same surfaces. At 15 and 40 days
after implant installation, microcomputer tomography was performed. Quantitative data
was evaluated by adopting the significance level of p<0.05. Besides the favorable
topographic results to MK-0822 coated implants group, the microtomographic results
presents statistically significant differences between the SHAM and OVX groups at
most of the parameters (p<0,05). Nevertheless, the MK-0822 coated group presents
similar or higher values, although without statistic differences related to the control
group in all parameters (TV, BV, BV/TV, Th.Sp and Th.N).

Keywords: Surface Properties. Bone Density Conservation Agents. Dental Implants.
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1 INTRODUCAO®

Como resultado do progresso que tem sido feito com o desenvolvimento de
implantes dentais, esses materiais estdo disponiveis comercialmente em diferentes
opcoes, de acordo com a geometria, tipo e caracteristicas de superficie, (1) com nova
pesquisa sobre alteragdo quimica ou micro morfologia do implante. (2) Diversas
drogas vém sendo estudadas ao longo do tempo, por sua capacidade de interferir no
processo de osseointegracdo, o que pode ocorrer de forma sistémica (3), ou ainda
pela aplicacdo da medicacdo na superficie do implante para criar rugosidade,
modificando sua topografia. (4)

Dentre essas drogas, 0s antirreabsortivos podem apresentar um efeito
interessante no tecido 6sseo ao redor do implante, melhorando a funcédo de
diferenciacdo dos osteoblastos e aumentando a apoptose dos osteoclastos. (5) As
drogas possuem diferentes mecanismos de a¢éo, podendo variar desde o bloqueio
da reserva energética dos osteoclastos até a inibicdo de vias importantes para a

ativacao celular, levando a apoptose. (6)

Os estudos sobre o Odanacatib (MK-0822), que € um antirreabsortivo inibidor
seletivo da catepsina K, iniciaram em 1995 na empresa Merck&Co(7), mostrando
diminuicdo significativa dos marcadores 6sseos de reabsorcao (8), impedindo a
degradacdo de proteinas da matriz, assim como o colageno tipo | e aumentando a
densidade mineral 6ssea. (9) Dessa forma, representa uma nova e importante terapia
para doencas como perda 6ssea aguda induzida por metastase ou inflamatéria. (8,9)
Diferente de outros antirreabsortivos, a atividade osteoblastica se mantém intacta,

mostrando-se eficaz na reducao das fraturas vertebrais. (8,10)

A catepsina K é liberada ndo so pelos osteoclastos, como também em outros
tecidos como coracdo e pulmdes. (8) Isso faz com que efeitos adversos sejam
observados durante sua administragdo sistémica a longo-prazo como fraturas
incomuns de fémur, reacbes dermatolégicas, risco de doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares. (8) Apesar dos fatores de risco, a droga apresenta uma boa
tolerabilidade pelo organismo, quando administrada a longo-prazo. (11) Além disso,

promove a osseointegracao de implantes em ratas ovariectomizadas se administrado

*Normalizado de acordo com o periddico “The International Journal of Oral & Maxillofacial Implants” —
Anexo B
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sistemicamente. (12)

Devido a esses efeitos colaterais, 16 anos ap0s o inicio dos estudos do MK-
0822, a empresa interrompeu o uso clinico da medicacao(7), que esta disponivel para
uso laboratorial. Este estudo foi desenvolvido a partir do conhecimento do mecanismo
do MK-0822 no turnover 0sseo e visa avaliar a incorporacéao de MK-0822 na superficie
dos implantes, que serdo instalados em ratas ovariectomizadas ou nao, de modo que

0 seu efeito positivo seja evidenciado diretamente no leito receptor.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o processo de reparo e osseointegracao
ao redor de implantes de titanio comercialmente puro (Ticp) com superficie tratada
atraveés da deposicédo de MK-0822 pelo método biomimético em modelo padronizado
de tibias de ratas ovariectomizadas. As analises utilizadas foram a de topografia de
superficie (Microscopia Eletrénica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios X),

analise do angulo de contato e microtomografia computadorizada.

Os objetivos especificos deste estudo envolvem a aplicacdo do antirreabsortivo
MK-0822 em superficies de implantes dentais como uma alternativa futura para a
utilizacdo em pacientes que possuam comorbidades sistémicas como a osteopenia,
e até mesmo a osteoporose. Além disso, a introducdo de alternativas diferentes de
superficies no mercado pode favorecer o tratamento personalizado, mais indicado

para cada paciente.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos para
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOA-Unesp
(Processo FOA n° 00494-2020) (Anexo A) e delineado de acordo com as diretrizes
ARRIVE. (13) Quarenta e oito (48) implantes Ticp de 1,6mm de diametro e 3,0mm de
altura (Implalife® Industria de Produtos Médico-Odontolégicos, Jales, Sado Paulo,
Brasil) tratados por duplo ataque &cido e MK-0288 (Odanacatib®, Santa Cruz
Biotecnology, Inc., Dallas, Texas, EUA) a 0,06 mg/ml através do método biomimético,
foram utilizados. (14-18)

3.1 Delineamento experimental

3.1.1 Estudo topogréfico

Foram utilizados 16 discos de Ticp de 0,5x03cm, sendo 8 discos para cada grupo
na analise de angulo de contato. Além disso, foram utilizados 4 implantes Ticp para
as andlises de Microscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios X,
sendo 2 implantes de cada superficie (duplo ataque acido — CG e odanacatib — OG)
(Figura 1).

3.1.2 Estudo in vivo

Vinte e quatro (24) ratas Wistar foram utilizadas, 12 ratas submetidas a cirurgia
ficticia (SHAM) e 12 ovariectomizadas (OVX), com peso corporal entre 275 e 300g. O
Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA, Unesp forneceu
todos os animais. O tamanho da amostra foi obtido pelo calculo do poder do teste,
utilizando o software G Power (19) (G*Power, Heinrich Heine University Disseldorf,
Dusseldorf, Alemanha), indicando 24 animais; com o poder do teste de 80% e nivel

de confianca de 95% (para realizar o calculo, foi utilizado estudo piloto).

Os animais foram mantidos em gaiolas com quatro (04) animais em cada uma,
em ambiente climatizado a uma temperatura de 21+2°C, com ciclos de claro e escuro
de 12/12horas. (20) Os animais foram alimentados com racéo solida padrdo e agua

“ad Libitum” durante todo o experimento. Foi realizada a verificagao do ciclo estral dos
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animais e apenas aqueles que apresentaram trés ciclos regulares foram selecionados
para o estudo. (21-23) Esses animais foram divididos em quatro grupos
experimentais: duplo atague acido em ratas SHAM (SCG), duplo ataque &acido em
ratas OVX (OCG), MK-0822 0,06 mg/ml em ratas SHAM (SOG), MK-0822 0,06 mg/ml
em ratas OVX (OOG) (Figura 1). A concentracdo de MK-0288 foi determinada a partir

de estudo prévio, que usou uma alta dosagem sistémica de 30mg/kg em ratos. (12)

Figura 1 — Delineamento experimental do estudo

SCG - -
Estudo N9 tibing Analfse de molhabilidade
topogréﬁco P 8 discos por grupo
16 di (4 discos:agua destilada
B 4discos: SBF)
0CG
Estudo n = 12 tibias 15 e 40 dias Andlise Topografica (MEV e EDS)
topografico: — —— n=6 tibias por > 2 implantes por superficie
4 implantes S0G grupo (duplo ataque acido e odanacatib)
n = 12 tibias
N=24 animais Andlise Microtomografia
48 Jant 00G Computadorizada
pipatS n =12 tibias — 6 implantes por grupo aos 15 e
W 40 dias

Fonte: Elaborado pelo autor no software Wondershare EdrawMax (2023)

3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Medida do angulo de contato

A medida do angulo de contato da gota de um liquido de interesse numa
superficie tem sido usada para caracterizar a sua molhabilidade. Oito discos de cada
grupo experimental foram analisados quanto a interacdo de contato da superficie pelo
método da gota séssim, utilizando como solucdes testes: agua destilada e SFC
(24,25). A medida do angulo de contato foi feita com auxilio do gonidmetro (DAS 100
— Kruss GmbH. Hamburgo, Alemanha), o qual capturou a gota séssil das solu¢des nas
superficies. O parametro adotado para o dispenser foi com volume 6.500 pl

(microlitros), uma taxa de 5.00 em 4 segundos ap0s o contato. Os calculos e demais
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dados foram gerados pelo software (DSA4 — Kriiss GmbH. Hamburgo, Alemanha) e
pelo registro fotografico, em que foi fornecido o valor médio do angulo de contato (6)

das diferentes superficies para cada solugdo experimental (Figura 2).

Figura 2 — Analise do angulo de contato para avaliacdo da molhabilidade

A: Disco posicionado no gonidmetro; B: Dispensa da solugdo sobre a superficie do disco; C: Apoés 4
segundos do primeiro contato com a gota.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de
Raios-X (EDS)

Dois implantes tratados de cada grupo (por duplo ataque acido e MK-0288)
foram analisados quanto a topografia por MEV (MEV modelo XL 30 TMP, FEG, Philips
XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda, 97) previamente a instalacéo
nas tibias de ratas. Finalmente, a espectrometria de energia dispersiva (EED) foi

empregada para avaliar a formacgéo da pelicula de 6xido e sua composicao.
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3.3. Experimentacéo In vivo

3.3.1. Procedimento Cirurgico

Para induzir osteopenia em parte dos animais, apos 8 horas de jejum, 24 ratas
SHAM e OVX foram submetidas ao procedimento cirargico (Figura 3) de acordo com
Yogui et al. (26) Ap6s 30 dias da ovariectomia e comprovacéao de sua funcionalidade

através do ciclo estral (Figura 4), os implantes foram instalados.

Figura 3 — Procedimento cirurgico: ovariectomia

A: Corte na parte lateral do abddmen, abaixo da costela; B: Ap6s divulsdo, exposicdo do ovario; C:
Remocédo do ovério (obs: nas ratas SHAM o ovario é apenas exposto e ndo removido); D: Sutura
externa (de sutura por planos) com nylon 5-0.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)
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Figura 4 — Ciclo estral

A: Insercéo e coleta de soro fisioldgico na vagina do animal; B: Colocacgéo do liquido coletado em uma
lamina histolégica; C: exemplo da visualizagdo microscopica no inicio e D: no final do ciclo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

Foram administrados via intramuscular o Cloridrato de Ketamina a 1%, na
dosagem de 50 mg/Kg, e o Cloridrato de Xilazina a 2%, 5 mg/Kg (Vetaset® —Fort
Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil); e infiltracdo local com
Cloridrato de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL
LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na metafise tibial. Incisdo na
metéfise proximal foi realizada para exposicdo 6ssea (Figuras 5A e B) e osteotomia
bicortical com fresa espiral de 1,6 mm de diametro montada em contra-angulo,
acoplado a motor elétrico (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil)
a 1500 rpm, sob irrigacao com soro fisiolégico a 0,9% (Figuras 5C e D). Os implantes
foram instalados bilateralmente, com estabilizagao bicortical (Figuras 5E, F e G). As
suturas foram realizadas com fios reabsorviveis de Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil). Foi administrado via intramuscular
o Pentabiotico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo,
Brasil) em Unica dose e trés doses de morfina (Dimorf®, Itapira, Sdo Paulo, Brasil) de
24 em 24 horas, a uma concentragdo de 2,5 mg/kg. Aos 15 e 40 dias, foi realizada a
eutanasia por dose excessiva de Tiopental (150mg/kg, Thiopentax, Itapira, Sdo Paulo,
Brasil) associado a lidocaina (4mg/kg, Xylestesin®, Itapira, Sao Paulo, Brasil).
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Figura 5 — Procedimento cirurgico parainstalagdo dos implantes

A: Tricotomia; B: Antissepsia; C: Incisdo na metéfise tibial e exposi¢édo da tibia; D: Fresagem inicial
com fresa lanca para posterior fresagem com fresa helicoidal; E: Tibia fresada; F: Instalagdo bicortical
do implante.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

3.3.2 Micro Tomografia Computadorizada (uCT)

Os espécimes de 24 animais foram fixados em formol tamponado a 10%, por
48 horas, lavados em agua corrente por 24 horas e conservados em alcool 70%. As
amostras de cada grupo (SCG, OCG, SOG, O0G) foram escaneadas utilizando o
microtomografo SCANCO pCT 50 (SCANCO Medical AG, Briittisellen, Switzerland)

com 90kVp, 88A, filtro de cobre de 0,2mm e FOV de 20.48 mm realizando 1000
projecdes/ 180° expostas por 1s, averaging de 1 e reconstruidas em uma resolucao

isotrépica de 10ym.
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As imagens foram avaliadas usando o software Fiji.(27) A resolucao das
imagens foi diminuida em 25% da original e uma selecao em circulo foi desenhada no
espaco trabecular diretamente distal ao disco de crescimento entre a é&rea
intercondilar anterior e a posterior. As imagens foram rodadas para que 0s centros de
ambos os circulos ficassem alinhados ao longo do eixo Z e a linha alinhada com o
eixo Y. A medida da regido foi realizada 2,5 mm ao longo do eixo Z, 1 mm distal do
ponto onde a epifise adjacente a placa de crescimento primeiro se funde entre as
protuberancias mais altas da metafise. A parede cortical interna foi desenhada
utilizando a ferramenta de selecéo “poligono” ao menos em 4 posicdes dos cortes,
com no maximo 20 cortes entre as selecdes, e foram interpoladas. A acuracia da
interpolagdo foi checada e sele¢bes intermediarias foram desenhadas quando

necessario.

A transformacéo medida foi aplicada a varredura de resolucao total e a regiao

de medicao foi ampliada para a resolucao total. Antes da mensuracao, um gap de 150
um adjacente ao osso cortical foi excluido. Usando a ferramenta “espessura local’”,

mapas de espessura de estruturas 6sseas, 0S gaps entre 0 0SSO e 0S gaps entre
estruturas Osseas esqueletizadas foram criadas. Usando esses mapas, foram
analisados os dados de volume ésseo total (TV), volume ésseo segmentado (BV),
porcentagem do volume ésseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo (Th.Th),
separacdo de trabéculas (Tb.Sp) e numero de trabéculas (Th.N) das duas

apresentacoes.

3.4 Analise Estatistica

Os testes estatisticos foram conduzidos por meio do software GraphPad Prism
8.0.1 (San Diego, CA, United States), no qual os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, analise de variancia (ANOVA) 2 fatores, com pds-teste
Tukey para os valores de angulo de contato, adotando nivel de significancia de 95%
(p<0.05). Da mesma forma, os dados da analise microtomografica foram submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, analise de variancia (ANOVA) 3 fatores,

com poés-teste Tukey, com nivel de significancia de 95%.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise Topogréfica

Durante a microscopia eletronica de varredura (MEV), foi possivel observar que
ambas as superficies em um aumento de 30x apresentaram-se muito semelhantes:
aparentemente porosas (Figuras 6A e D). Porém, ao observar-se o aumento de
1.00Kx, a superficie submetida ao duplo ataque &cido (CG) apresenta superficie
irregular e homogénea (Figura 6B), com porosidades de aproximadamente 2um de
didmetro, como mostra também o aumento de 5.00Kx (Figura 6C). Diferente do grupo
controle (CG), a superficie tratada com MK-0822 se apresentou porosa no aumento
de 1.00Kx, com algumas formag¢des mais homogéneas e globulares (Figura 6E). Em
maior aumento (5.00Kx) foi possivel observar essas formacdes dispostas entre as
porosidades, criando uma morfologia 3D complexa e visualmente mais irregular,
apesar da homogeneidade das formacdes globulares, que nesse aumento, apresenta

ramificacdes que se interligam, em aspecto de rede (Figura 6F).

Figura 6 — MicroscopiaEletrébnica de Varredura da superficie experimental duplo ataque
acido (controle) e odanacatib (teste)

A: Superficie tratada por duplo ataque acido (CG) em aumento de 30x; B: CG em aumento de 1.00K;
C: CG em aumento de 5.00K; D: Superficie tratada por deposicao de odanacatib (OG) em aumento de
30x; E: OG em aumento de 1.00K; F: OG em aumento de 5.00K.

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philipis XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2021)
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Na anélise de energia dispersiva de raios-x (EDS) observou-se que o implante

tratado por duplo ataque acido era composto 100% de Titanio (Ti) apenas (Figura 7).

Figura 7 — Energia Dispersiva de Raios-X da superficie tratada por duplo ataque &cido

Elemente  Tipo | Concentraclo RazSok | Peso% | Sigma  Rdtule | Padrio

de Aparente de Padrio de
Linha | | Peso¥% | | Fébrica
Ti Série 103.65 1.03649 | 100.00 0.00 T Sim
K
Total: 100.00

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2021)

Enquanto o implante tratado por deposicdo de MK-0822 apresentou apenas
64,99% de Titanio (Ti); 11,64% de Oxigénio (0O); 3,99% de Sddio (Na), além de outros

componentes em menor porcentagem (Figura 8).

Figura 8 — Energia Dispersiva de Raios-X da superficie tratada por duplo ataque acido

B spectro 7 Elemento | Tipo | Concentragdo | RazSok | Peso® | Sigma Ratulo Padrio
= spectro | de Aparente de Padrio de
) Linha Peso% Fébrica
:L l_ =] Serie 11.64 | 0.03918 | 38865 0.71 sio2 Sim
K
a -
Na Série 3.59 | 0.01683 535 0.15 Albite Sim
K
5l Sérle 0,21 | 0.0O0LE9 0.20 0.04 Sio2 Slm
K
P Série 0.85 | 0.00473 0.48 0.06 GaP Sim
K
[=] Série 0.98 | 0.0085% 077 0.04 Macl Sim
K
Ca Sérig 0.45 | 0.00404 0.23 0.04 | Wollastonite Sim
K
Ti Sérle 64.99 | 0.64385 | 54.25 0.64 Ti Sim
K
Total: 100.00

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2021)
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4.2 Andlise de angulo de contato (molhabilidade)

A superficie experimental do GC apresentou perfil hidrofilico apenas na
solucdo de agua destilada, conferindo um angulo inferior a 90° entre um plano

tangente a gota do liquido testado e a superficie do disco (Figura 9).

Figura 9 — llustracdo do angulo de contato

tangente a superficie

nge angulo de
liquida no contacto \ contacto @

vapor

liquido

soélido

Fonte: Cappelari E, Giordani C, Dapper STH, Masuero AB. Influéncia da resisténcia & compresséo na
molhabilidade superficial de concretos. Matéria. 2020; 25:e—-12579.

J& quando testado com o liquido SFC, o GC apresentou um angulo superior a
90°, mostrando menor interacdo da solucdo com a superficie. Enquanto isso, a
superficie do GO apresentou angulo de contato inferior a 90° para ambas as solu¢des
testadas (agua destilada e SFC), conferindo maior molhabilidade a superficie. (Figura
11)

Figura 10 — Obtencao do angulo de contato

a0 - e

Fonte: Tensiébmetro 6ptico de angulo de contato (2021)
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Na comparacdo intergrupos, essa diferenca é comprovada pela diferenca
estatisticamente significante entre GC e GO para a solucdo de agua destilada
(p=0,0007) e para SFC (p=0,0007). (Grafico 1) (Tabela 1)

Gréfico 1 — Analise de molhabilidade

Surface wettability

150
m CG
= 0G
100+
[<H)
=)
c
<
50
T

Destilated water SBF

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)

Tabela 1 — Andlise estatistica da avaliagdo do angulo de contato

] CG OG
Solutions p value
MeanxSD MeanxSD
Destilated
water 73.2+17.5 29.4+0.98 0.0007A8*
SBF 90.3+19.24 31.4+9.38 0.0007A8*

* Valor estatistico significante (p<0.05 pelo teste ANOVA TWO WAY). Mean = média; SD = desvio padrao;
Destilated water = agua destilada; SFC = SBF.
Fonte: Elaborada pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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4.3 Andlise de Microtomografia Computadorizada

Na anélise do parametro TV (volume de toda a regido de interesse), medida
em mm?3, foi possivel observar que a diferencga tanto intergrupos guanto intragrupos e
em relacdo aos periodos foi minima, ndo apresentando diferenca estatisticamente
significante (p>0.05) (Grafico 2) (Quadro 1).

Gréafico 2 — Parametro TV Quadro 1 —Parametro TV
TV
30+
Em SCG
T Group H.Time |MeantSD
T = oce SCG 15d

- = SOG ays |18.07+2.55
2 = 006G SCG 40 days | 19.8+3.63
£ OCG 15 days |22 29+1.31
104 OCG | 40days |21.12+1.83
SOG 15 days |19.81+0.92
o SOG | 40days |20.29+3.40
15 40 00G | 15days [21.17+3.49
Healing Time (days) 00G 40 days |24.86+2.50

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)

O mesmo pbde ser observado para o parametro Tb.Th (p>0.05), que avalia a

espessura média das trabéculas (Gréfico 3) (Quadro 2).

Gréafico 3 — Parédmetro Th.Th Quadro 2 — Parametro Tbh.Th
Tbh.Th
0.15- 0

mm SCG .
Group H.Time | MeantSD

= 0ce SCG 15d
010~ B SOG ays | 0.09+0.04
c B 006G SCG 40 days | 0.08+0.01
£ 0CG 15 days | 0.08+0.01
0.05- 0CG 40 days | 0.08+0.00
S0G 15 days | 0.08+0.00
0.00- SOG 40 days | 0.08+0.01
15 40 00G 15 days | 0.08+0.01
Healing Time (days) 00G 40 days | 0.08+0.00

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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Enquanto isso, ao analisar o parametro BV (volume da regido segmentada
como 0ss0), medida em mm?3, foi possivel observar que na comparacéo intergrupos
aos 15 dias, o grupo SOG apresentou volume estatisticamente maior quando
comparado ao grupo OCG (Gréfico 4) (Quadro 3) (Tabela 2), com p=0.0492. Além
disso, aos 40 dias observou-se maior volume de tecido 6sseo na ROI no grupo SCG
quando comparado ao OCG (p=0.0037), e maior volume ésseo do grupo OCG em
relacdo ao grupo SOG (p=0.BV0018). (Grafico 4) (Quadro 3) (Tabela 2).

Grafico 4 — Parametro BV Quadro 3 — Parametro BV

BV 0
Group H.Time |MeantSD

m SCG SCG 15 days |4.71+1.14
= OCG
6_
= soc SCG 40 days | 5.8+1.38
z ] I OCG 15 days |3.94+0.54
£ rr‘ OCG 40 days | 3.03+0.61
15 40

SO0G 15 days | 6.07+1.40

S0G 40 days | 5.97+1.56

00G 15 days | 4.70+0.54

Healing Time (days) 00G 40 days | 3.99+0.55

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2023)

Tabela 2 — Andlise estatistica da avaliagcdo do parametro microtomografico BV

Healing Time SCG 0CG S0G 006G ,
(cays) Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD p value
15 4.71+£1.14 3.94+0.54* 6.07+1.408 4.70+0.54 0.0492~8*
40 5.8+1.38* 3.03+0.618 5.97+1.56° 3.99+0.55 0.0037~8* (0.0018%¢*

* Valor estatistico significante (p<0.05 pelo teste ANOVA TWO WAY). Mean = média; SD = desvio padrao;
Healing time: periodo de eutanasia.
Fonte: Elaborada pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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Ao analisar o parametro BV/TV (razdo do volume ésseo segmentado pelo
volume total da regido de interesse), foi possivel observar diferenca estatisticamente
significante tanto inter quanto intragrupos, e quando comparado ao tempo de
eutanasia. A razdo se apresentou maior no grupo SCG aos 15 dias do que quando
comparada ao grupo OCG aos 15 (p=0.0023) e 40 dias (p=0.0007), sendo este de
menor valor também quando comparado ao grupo OOG aos 15 dias (p=0.0269). Além
disso, o grupo SOG aos 15 dias apresentou superioridade quantitativa ao grupo OOG
aos 40 dias (p<0.0001) (Grafico 5) (Quadro 4) (Tabela 3).

Grafico 5 — Parametro BV/ITV Quadro 4 — Parametro BV/TV
BVITV Group H.Time |MeaniSD
40 mm SCG SCG 15 days |25.95+0.04
o = ocG SCG 40 days |29.16+0.03
=1 S96 | 0CG | 15days |18.05:0.03
3 0O0G

R 204 OCG 40 days (13.84+0.03
0 S0G 15 days [30.77+0.07
SOG 40 days |29.03+0.04
0_
15 40

00G 15 days |22.69+0.04
Healing Time (days) 00G 40 days [16.02+0.01

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2023)

Tabela 3 — Andlise estatistica da avaliagcdo do parametro microtomografico BV/TV

Healing Time SCG oCcG SOG 00G

(days) Mean+SD Mean+SD Mean+SD MeantSD p value
0.0007%0 0.0023
15 25.95+0.04° 18.05+0.03¢ 30.77+0.07¢ 22.69+0.048  <0.0007 00269
40 29.1610.03* 13.84+0.03%° 29.03+0.04¢ 16.02+0.0701  <0.00074% 0.0002*°

<0.0001%¢ 0.0002°

* Valor estatistico significante (p<0.05 pelo teste ANOVA TWO WAY). Mean = média; SD = desvio padréo;
Healing time: periodo de eutanasia.
Fonte: Elaborada pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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Ao avaliar o parametro Tb.N, o qual avalia o numero médio de trabéculas

formadas por unidade de comprimento, observou-se diferenca estatisticamente

significante tanto na comparac¢ao inter como intragrupos, e em relacdo aos periodos

de eutanasia. O grupo OOG aos 15 dias apresentou menor nimero de trabéculas
gquando comparado ao grupo SOG aos 15 (p=0.0123) e 40 dias (p=0.0046). Além

disso, o grupo OOG aos 15 dias foi superior estatisticamente ao grupo OCG aos 40

dias (p=0.0315). Aos 40 dias, o0 grupo SCG mostrou maior nimero de trabéculas em
relacdo aos grupos OCG (p=0.0003) e OOG (p=0.0113) (Gréfico 6) (Quadro 5)

(Tabela 4).

Gréfico 6 — Parametro Th.N

Th.N

mm SCG
44 = OCG
B SOG
O O0G

1/mm

15 40
Healing Time (days)

Quadro 5 — Parametro Th.N

Thb.N (1/mm)

Group H.Time | MeantSD
SCG 15 days | 3.58+0.58
SCG 40 days | 3.8+0.30
OCG 15 days | 2.94+0.54
0CG 40 days | 2.34+0.35
SOG 15days |3.79+0.68
SOG 40 days |3.80+0.42
00G 15 days | 3.32+0.37
00G 40 days |2.71+0.22

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2023)

Tabela 4 — Andlise estatistica da avaliagcao do parametro microtomografico Th.N

Healing Time SCG 0CG S0G

00G

(days) Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD p value
15 3.58+0.58 2.94+0.54 3.79+0.68° 3.3240.37¢ 0.0123*% 0.0315%
0.0003*® 0.0113°
40 3.80+0.30 2.34+0,35 3.89+0.42¢ 2.710.2200

0.0046%°

* Valor estatistico significante (p<0.05 pelo teste ANOVA TWO WAY). Mean = média; SD = desvio padrao;

Healing time: periodo de eutanasia.

Fonte: Elaborada pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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O parametro Th.Sp, que avalia a distancia média entre as trabéculas em
milimetros, apresentou diferenca estatisticamente significante tanto na comparacéo
inter quanto intragrupos, e em relacdo aos periodos de eutanasia. O grupo OCG aos
40 dias mostrou maior distancia entre as trabéculas quando comparado ao grupo SCG
(p=0.0008) e OOG (p=0.0034), aos 15 dias. Aos 40 dias, o grupo SCG mostrou menor
distancia entre as trabéculas quando comparado ao grupo OCG (p<0.0001) e ao
grupo OOG (p=0.0238). Ainda aos 40 dias, o grupo SOG mostrou menor separacao
das trabéculas em relacdo aos grupos OCG (p<0.0001) e OOG (p=0.0185) (Grafico
7) (Quadro 6) (Tabela 5).

Gréafico 7 — Parédmetro Th.Sp Quadro 6 — Parametro Th.Sp
Tb.Sp (mm)
Tb.Sp Group H.Time |MeantSD
0.5 - S SCG 15 days |(.22+0.05
0.4 = ocG SCG 40 days | 0.19+0.02

B SOG 0OCG 15 days | 0.29+0.08
o = 09 | ocG | 40days |0.37+0.07

SOG 15 days |0.21+0.06
01 I SOG 40 days | 0.19+0.03
00G 15 days |(0.24+0.04

0.3

mm

0.0-
15 40

Healing Time (days) 00G 40 days |(0.31+0.04

Fonte: Elaborado pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2023)

Tabela 5 — Analise estatistica da avaliacdo do parametro microtomogréfico Tb.Sp

Healing Time SCG 0cG S0G 00G r
(days) Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD p vale
b b.c
15 0.2240.05" 0.29+0.08 0.21£0.06 0.2410.04c ~ 0-00080.0034
AB 4,0
40 0.19+0.02* 0.3740.07% 0.19+0.03¢ 0.31x0.040  ~0:0001" 0.0238

<0.0001%¢ 0.07185¢P

* Valor estatistico significante (p<0.05 pelo teste ANOVA TWO WAY). Mean = média; SD = desvio padrao;
Healing time: periodo de eutanasia.
Fonte: Elaborada pelo autor no software GraphPad Prism 8.0.1 (2022)
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5 DISCUSSAO

Apesar do alto risco ao desenvolvimento de eventos cardiovasculares como o
infarto agudo do miocardio, o MK-0822 tem acdo na reducdo em marcadores
bioguimicos de reabsor¢do 6ssea e aumento da densidade mineral 6ssea, diminuindo
0 risco de fraturas(29), como ja dito anteriormente. O que levou os autores a
investigarem a acdo local da medicacdo, atualmente vendida apenas para uso
laboratorial. Utilizando uma concentracdo de 0,06 mg/ml de MK-0822, os implantes

foram tratados através do método biomimético.

Se tratando de um estudo que leva a situacéo clinica a uma condicao critica de
qualidade 6ssea, a osteopenia, é possivel observarmos a diferenca estatisticamente
significante entre os grupos SCG e OCG e entre SOG e OOG, principalmente aos 40
dias, na maioria dos parametros (BV, BV/TV, Th.N e Th.Sp). Apenas o pardmetro BV
gue ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos SOG e
OOG. Porém, esse resultado mostra que a condicdo osteopénica realmente foi

estabelecida, com um padrdo de comparacao real para o estudo.

Em relacdo a topografia de superficie, ndo foram encontrados estudos publicados
gue utilizassem o MK-0822 como tratamento de superficie de implantes dentais,
sendo a primeira vez a ser relatada como porosa, com formacgdes dispostas entre as
porosidades, criando uma morfologia 3D complexa e visualmente irregular, com
ramificacbes que se interligam, em aspecto de rede. E sabido que as modificacdes
topograficas de uma superficie de implante visam aumentar a area de contato osso-
implante através de sua rugosidade, favorecendo a retencao do coagulo sanguineo,
interferindo nas respostas celulares e estimulando a osseointegracdo.(30,31)
Atualmente, existem estudos mais especificos em relacdo a rugosidade e ao tipo de

colonizagéo de células para a qualidade tecidual ao redor do implante.

Um desses estudos avaliou in vitro o padrdo de rugosidade em formato de
“favos de mel” reproduzida em titanio e colonizou essas estruturas com macréfagos
da linhagem RAW 264.7. Foi encontrado através de que as estruturas com menor
diametro dos favos (90 nm e 500nm) eram mais favoraveis a inducéo da ativacao de
macrofagos M2, que facilita o reparo tecidual pela producdo de IL-4 e IL-10. Ja a
ativacao de macréfagos M1 ocorreu em didametros aumentados (1000 nm e 5000 nm),

facilitando o recrutamento de células reparativas, podendo levar a formacao de tecido
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fibrético, desfavorecendo a osseointegracéo.(32)

Podemos observar que neste estudo a rugosidade dos implantes tratados por duplo
ataque acido possui um diametro em torno de 2um, enquanto a superficie dos
implantes tratados por deposicdo de MK-0822 tem um padrdo mais irregular, com
diametros menores e maiores do que 2um. Esse padrao nao regular pode interferir
durante a proliferacéo celular, suspeitando-se da diminui¢cdo da quantidade de células
que se aderem em algumas regides, ou até mesmo em relacdo ao padrao celular que
se prolifera na superficie do implante. Isso pode ocorrer pois a hano topografia permite
uma maior adesao e proliferacdo celular quando comparado a micro topografia, porém
ainda ndo existe embasamento cientifico clinico para a superficie nano

topogréfica.(33)

A microtopografia de superficie, aliada a molhabilidade e a composicéo fisico-
quimica do implante com superficie tratada pode modular a resposta bioldgica e a
adesao celular, através de aspectos como a adesao de proteinas e macromoléculas
a superficie; a interacdo de tecidos moles e duros com as superficies; adesdo
bacteriana e formacéo de biofilme; e o nivel de osseointegracdo.(33) A superficie é
considerada mais hidrofilica quanto mais préximo de 0 for o angulo entre a gota e a
superficie, sendo em nosso estudo que a superficie tratada com MK-0822 apresentou
valores menores do que 50°, se mostrando mais hidrofilica que a superficie controle
(> 50°) (Grafico 1 e tabela 1).

Frente a hidrofilicidade das superficies, a composi¢cdo quimica da superficie
também traz dados importantes para o comportamento biolégico frente as vias da
osteogénese. A andlise de EDS mostrou que ndo houve contaminacao dos implantes
apos o tratamento das superficies, com 100% de titanio na superficie CG, enquanto
a composicdo quimica da superficie de OG pelo método biomimético mostrou a
presenca dos elementos Ti, O, Na e, em menores porcentagens o Cl, P e Ca. E
conhecido que o método biomimético por si s precipite os elementos Ca, Na, O e P,
que realizam trocas idnicas entre si, permitindo a precipitacdo de um filme de
hidroxiapatita. (17,34). Ainda n&o € conhecido 0 mecanismo de osseointegracao a
nivel quimico do MK-0822, mas neste estudo foi possivel observar que a mudanca

nas concentragdes dos elementos ndo prejudicou a resposta bioldgica.

Ao comparar os dados de topografia de superficie, que apresentou resultados
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favoraveis a osteogénese, pode-se avaliar também os dados microtomograficos,
permitindo essa correlacdo entre o0s resultados. Ao estudar os parametros
microtomograficos, em um quadro favoravel a microestrutura 6ssea, tém-se o
aumento de BV, TV, BV.TV, Tb.Th e Th.N, e a diminui¢cdo de Th.Sp. No nosso estudo,
nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos e entre os periodos para 0s
parametros TV e Th.Th, mostrando que a espessura das trabéculas e o volume total
de osso ndo mudou significativamente. Ao contrario do Th.N, que mostrou que o
namero de trabéculas é maior nos grupos SHAM e no grupo OVX com tratamento
com MK-0822 aos 15 dias e no grupo SHAM tratado com MK-0822 aos 40 dias.

Além disso, € possivel observar que os valores de BV evidenciam a influéncia sobre
os valores de BV/TV, mostrando uma diferenca estatisticamente significante entre os
grupos SCG e OCG e, SOG e OO0G, principalmente aos 40 dias. A diferenca entre 0os
grupos evidencia que os grupos que foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM)
apresentaram resultados superiores, o que era de se esperar. Ja a diferenca entre 0s
grupos OCG e OOG aos 40 dias néo foi estatisticamente significante, mostrando que
o0 MK-0822 mostrou um resultado similar ao tratamento por duplo ataque &cido para
BV/TV.

A literatura em relacéo ao efeito local do MK-0822 ainda € escassa, porém um
estudo que avalia a osseointegracdo de implantes em fémur de ratas em condicdes
osteopénicas apds a administracédo oral de MK-0822 em baixa (5mg/kg) e alta dose
(30mg/kg) mostrou a eficacia da medicacdo para a melhora dos parametros 6sseos
nos animais. Entre eles, na analise de microtomografia computadorizada, BV/TV e a
densidade mineral 6ssea (DMO), foram mais altas nas ratas OVX com alta dose de

MK-0822 do que nas ratas OVX com veiculo (placebo) administrado.(35)

Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos
gue comparam o tratamento de superficie com duplo ataque acido e com MK-0822,
apesar de os valores serem mais altos nos grupos com MK-0822 (SOG e O0G), em
nenhum dos parametros. Porém, no parametro BV, foi possivel observar diferenca
estatistica entre os grupos OCG e SOG tanto aos 15 quanto aos 40 dias, 0 que
dificulta a avaliagdo por parte dos autores quando avaliada isoladamente, pois
existem duas variaveis envolvidas: OVX e o tratamento de superficie. Mesmo assim,
os resultados apresentados pelo grupo tratado por MK-0822 foram muito semelhantes

ao duplo ataque acido, apresentando valores superiores em alguns casos. Isso mostra
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gque o comportamento dessa superficie em individuos osteopénicos foi muito

satisfatorio.

Esses dados forneceram informacdes de que o MK-0822 possui uma acao
semelhante ao tratamento por duplo ataque acido na maioria dos parametros
microtomograficos, mesmo que as analises de topografia de superficie mostram sua
superioridade em relacdo ao controle. Esse resultado também foi observado em um
outro estudo do grupo, o qual avaliou as superficies tratadas por duplo ataque acido,
por método biomimético apenas com o SBF e pela deposicdo de MK-0822 através do
método biomimético em ratos. (36) Esse estudo abre brechas para novos estudos,
que estdo sendo realizados e poderdo esclarecer possiveis davidas e lacunas que
tenham se estabelecido.

6 CONCLUSAO

As modificacBes de superficie propostas neste trabalho se mostraram eficazes
para osseointegracdo de implantes, com superioridade em ornagismos
normofisiolégicos quando comparado aos osteopénicos, porém com alta eficacia do
grupo tratado em ratas osteopénicas. Os resultados com o tratamento tépico de MK-
0822 foram otimizados nas andlises de topografia, angulo de contato, com
comportamento semelhante ao controle na microtomografica, apresentando um

aumento substancial dos 15 aos 40 dias.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Caodigo de

Financiamento 001
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