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MONTEIRO, N. G. Avaliagcdo das respostas de biomineralizacdo pelo Rubus
coreanus frente a deficiéncia de estr6geno. Um estudo translacional. 2022. 73 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2022.

RESUMO

Caracterizacdo da acéo local do Rubus coreanus através da funcionalizacdo da
superficie dos implantes a serem instalados. Realizado em 2 etapas. Na primeira
etapa, foi realizada a caracterizacdo da superficie de implantes funcionalizadas
pelos farmacos, a partir de teste fisico quimico e testes biologicos em culturas de
células. Para a cultura de células foram utilizadas células mesenquimais
indiferenciadas, isoladas de fémures de ratas. Foram avaliadas a atividade e a
diferenciacdo celular. Posteriormente, foi realizada a segunda etapa onde foram
executados os experimentos in vivo. Para tanto, foram utilizadas 80 ratas Wistar
adultas jovens, fémeas, sendo 32 ratas para o primeiro periodo de eutanasia (14
dias), e 48 ratas para o segundo periodo de eutanasia (28 dias). Os grupos
experimentais sdo: SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400,
OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC 200 e OVX RC 400, sendo que os animais OVX
foram submetidos a ovariectomia bilateral, enquanto que os animais SHAM foram
submetidos a cirurgia ficticia de ovariectomia bilateral. Passados 30 dias, todos
animais foram submetidos a cirurgia de instalacdo dos implantes nas metéfises
tibiais. Os implantes tiveram as superficies tratadas com DMSO ou RC 200 ou RC
400, e houve o controle negativo realizado através dos implantes convencionais. A
eutanasia dos animais do primeiro periodo de eutandsia aconteceu aos 14 dias apos
a instalacdo dos implantes e as tibias foram destinadas para a analise biomecéanica
(contra-torque). Para os animais do segundo periodo de eutanasia, aos 28 dias apds
a instalacdo dos implantes foi realizada a eutanasia dos animais, e as tibias foram
destinadas para as seguintes analises: biomecanica (contra-torque), enquanto do
lado contralateral foi realizada a microtomografia computadorizada para avaliagao
morfométrica do osso formado ao redor dos implantes instalados. Os dados
guantitativos foram submetidos ao teste de homocedasticidade para a selecdo do
teste estatistico apropriado (paramétrico ou nao parameétrico), com nivel de
significancia de 5%. Através das analises biomecénica e microtomografica foi

possivel verificar resultados semelhantes entre 0os grupos experimentais. Contudo, o



rubus coreanus néo foi capaz de atuar de forma positiva no processo de reparo

0sseo perimplantar.

Palavras-chave: Osteogénese. Osteoporose. Osseointegracdo. Rubus coreanus.



Abstract



MONTEIRO, N. G. Evaluation of biomineralization responses by Rubus
coreanus to estrogen deficiency. A translational study. 2022. 73 f. Master’s

Degree (Dissertation) — Dental School, Sado Paulo State University, Aracatuba, 2022.
ABSTRACT

Characterization of the local action of Rubus coreanus through the functionalization
of the surface of the implants to be installed. Carried out in 2 steps. In the first stage,
the characterization of the surface of implants functionalized by drugs was carried
out, based on physical-chemical tests and biological tests on cell cultures. For cell
culture, undifferentiated mesenchymal cells, isolated from femurs of rats, were used.
Cell activity and differentiation were evaluated. Subsequently, the second stage was
carried out, where the in vivo experiments were performed. For that, 80 young adult
female Wistar rats were used, 32 rats for the first period of euthanasia (14 days), and
48 rats for the second period of euthanasia (28 days). The experimental groups are:
SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX
DMSO, OVX RC 200 and OVX RC 400, with the OVX animals undergoing bilateral
ovariectomy, while the SHAM animals underwent submitted to sham surgery of
bilateral ovariectomy. After 30 days, all animals underwent surgery to install the
implants in the tibial metaphysis. The implants had their surfaces treated with DMSO
or RC 200 or RC 400, and there was a negative control performed using
conventional implants. The animals from the first period of euthanasia were
euthanized 14 days after implant placement and the tibiae were destined for
biomechanical analysis (counter-torque). For animals in the second period of
euthanasia, 28 days after implant placement, the animals were euthanized, and the
tibiae were destined for the following analyses: biomechanics (counter-torque), while
on the contralateral side, computerized microtomography was performed for
morphometric evaluation of the bone formed around the installed implants.
Quantitative data were submitted to the homoscedasticity test to select the
appropriate statistical test (parametric or non-parametric), with a significance level of
5%. Through biomechanical and microtomographic analyzes it was possible to verify
similar results between the experimental groups. However, rubus coreanus was not

able to act positively in the peri-implant bone repair process.

Keywords: Osteogenesis. Osteoporosis. Osseointegration. Rubus coreanus.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose é a desordem metabdlica do tecido 6sseo comum em
mulheres no periodo pés-menopausa, ocasionada pela deficiéncia de estrdégeno,
apresenta evolucao cronica e carater multifatorial, sendo denominada como doenca
esquelética sistémica.l® Caracterizada pela perda de massa 6ssea progressiva e
modificacdo estrutural das trabéculas 6sseas, promovida pelo desequilibrio da
atividade de remodelacdo Ossea, como consequéncia, ha deterioracdo da
microarquitetura 0ssea que resulta em reducao da resisténcia 0ssea, decorrendo em
vulnerabilidade as fraturas em locais como fémur, radio e coluna lombar.” Estas
fraturas séo frequentemente associadas ao aumento da morbidade e mortalidade. A
doenca chega a afetar um terco das mulheres com mais de 50 anos com riscos
iminentes de sofrer algum tipo de fratura.>%8 Segundo o Compéndio de Osteoporose
(2017), 158 milhdes de individuos com 50 anos ou mais apresentaram alto risco de
fratura osteoporotica em todo mundo no ano de 2010, e este numero deve ser
duplicado até 2040. Além disso, é estimado que as fraturas que resultam em maior
morbidade, mortalidade e custos para a saude publica, como fraturas de quadril,

serdo duplicadas em paises como o Brasil até 2040.°

Os tipos de tratamentos referentes a osteoporose podem incluir agentes
farmacoldgicos sintéticos ou naturais. As alternativas terapéuticas farmacologicas
segundo o FDA (Food and Drug Administration) podem ser classificadas em anti-
reabsortivos e anabdlicos. Sendo o grupo dos anti-reabsortivos constituido pelos
moduladores seletivos de receptores de estrogeno (SERMS), denosumab,
calcitonina e bisfosfonatos. Ja o paratorménio (PTH) e o ranelato de estroncio séao
agentes anabdlicos, ou seja, estimulam a neoformacéao 6ssea.'® Apesar das diversas
opcOes terapéuticas disponiveis comercialmente, a primeira escolha para o
tratamento da osteoporose tem sido medicacbes antirreabsortivas da classe dos
bisfosfonatos, pelo fato de possuirem uma resposta antirreabsortiva indiscutivel.?
Entretanto, para a odontologia ha receios quanto a sua utilizacdo devido a
ocorréncia de osteonecrose dos maxilares causadas por farmacos como o0s

bisfosfonatos.1?

Nos dias atuais ha maior procura por alternativas terapéuticas naturais

para prevenir e/ou tratar a osteoporose em mulheres, dentre elas podemos citar o
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Rubus coreanus. O extrato do Rubus coreanus (Rc) tém sido utilizado pelas
mulheres pelo fato de possuir efeitos estrogénicos no tecido 6sseo,'® porém seu
mecanismo de acao ainda nao foi bem elucidado na literatura. Estudos realizados in
vitro apontam propriedades benéficas do Rc como seu efeito anti-inflamatorio,
antiviral, anti-carcinogénese e antioxidante.!* Além das propriedades citadas o
Rubus desempenha efeitos positivos no tecido 6sseo, promove 0 aumento da
diferenciacdo de osteoblastos e apoptose de osteoclastos, aumento da atividade da
fosfatase alcalina (ALP), secrecao de osteocalcina e colageno, ou seja proporciona a
remodelacdo Ossea semelhante ao fisiologico havendo entdo equilibrio entre
formacdo Ossea e reabsor¢cdo, dessa forma o tecido 6sseo € um tecido vital e
apresenta respostas fisiologicas adequadas, o que ndo acontece com 0 uso dos
bisfosfonatos.'* A atuacdo do Rc pode resultar em prevencdo da osteoporose e
doencas Osseas inflamatdérias, além disso a suplementacdo com Rubus diminui a
apoptose e a producdo de mediadores inflamatérios induzidos por estresse oxidativo

em osteoblastos.1®

Os estudos preliminares desenvolvidos (Processo FAPESP: 2016/08618-
1 e 2016/08617-5) com o Rc sistémico em condi¢c6es de deficiéncia de estrogeno
mostraram o0 seu efeito positivo na dindmica &éssea reparacional alveolar e
perimplantar, além disso o Rc parece ter uma atuacéo preventiva favoravel no tecido
0sseo reparacional quando h& auséncia da interferéncia sistémica. Evidéncia in vivo
sugere o efeito benéfico do Rubus em ratas ovariectomizadas sem efeitos colaterais
indesejaveis no Utero e em outros 6rgdos solidos.'®> Entretanto, é preciso ter
ressalvas com a administracdo sistémica pois 0s metabdlitos plasmaticos sao
semelhantes entre animais que foram submetidos a administracdo de alendronato

quando comparados com animais que receberam Rc.16

Com o aumento da expectativa de vida houve um crescimento pela busca
por tratamentos reabilitadores, como implantes dentarios osseointegrados,
entretanto 0s pacientes em sua esmagadora maioria apresentam desordens no
tecido 6sseo decorrente da presenca de interferéncias sistémicas que afetam a
qualidade e quantidade Ossea, no entanto, 0S pacientes que apresentam
comprometimento 6sseo, como no caso da osteoporose, também precisam ser
reabilitados. Para que a estabilidade e longevidade dos implantes sejam obtidas em

tecido 6sseo comprometido alternativas terapéuticas locais se fazem necesséarias.
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Sendo assim, os avancos na implantodontia visam melhorias no design e superficies
dos implantes para que as respostas celulares sejam otimizadas ao redor das
espiras dos implantes possibilitando melhores respostas biolégicas no processo de

osseointegracdo em tecidos comprometidos.t’

As superficies dos implantes podem ser modificadas através de diferentes
meétodos incluindo jateamento, ataque acido, anodizacdo, ou combinacdes dessas
técnicas. As caracteristicas das superficies como topografia, molhabilidade e
“coatings” contribuem de forma benéfica em processos biologicos como a
diferenciagao e migragéo dos osteoblastos tendo em vista que os contatos celulares
podem ser acelerados de acordo com a superficie dos implantes, facilitando a
osseointegracdo e a biomineralizacdo durante o reparo 6sseo perimplantar. Os
“coatings” podem funcionar como perfeitos transportadores para proteinas
osteoindutoras, fatores de crescimento e farmacos com atuacdo local no tecido

6sseo aprimorando as propriedades biolégicas e mecanicas perimplantares.18-21

Devido a problemética enfrentada na implantodontia com o atraso nos
eventos bioldgicos reparacionais ao redor das espiras dos implantes frente a
deficiéncia de estrogeno e o0s resultados positivos apresentados através
administracdo sistémica do Rc no processo de reparo 6sseo perimplantar em
situacdes de deficiéncia de estrégeno (Processo FAPESP: 2016/08617-5), faz-se
necessario avaliar as respostas in vivo, perante a administracdo local do Rc através
da funcionalizacdo da superficie dos implantes em modelos experimentais de ratas
saudaveis e deficientes em estrogeno para verificar o efeito local preventivo e

terapéutico.
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2 OBJETIVO

O presente estudo teve como proposta avaliar o processo de reparo
0sseo perimplantar perante a administracdo local do Rubus coreanus através da
funcionalizac&o da superficie dos implantes em modelos de ratas com deficiéncia de

estrogeno e ratas saudaveis.



Materiais e métodos



36

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 12 Etapa — Funcionalizacdo da Superficie dos Implantes e sua

caracterizacéao fisico-quimica e bioldgica
3.1.1 Funcionaliza¢&o dos implantes e discos — Dip-coating

Os testes preliminares da funcionalizagdo da superficie dos implantes
foram realizados no Laboratério de Materiais Avancados da UNESP de Bauru,
coordenado pelo Prof. Paulo Noronha Lisboa-Filho. Os implantes e discos foram
funcionalizados através da técnica de incorporacdo: Dip-coating que consiste no
processo de imersdo dos implantes em uma solugcdo com a finalidade de formar
camadas ao redor dos implantes. As solucdes utilizadas para a funcionalizagdo dos
implantes e discos foram as seguintes Dimetilsulfoxido - DMSO (controle positivo),
Rubus coreanus 400ug diluido em 100 ml de DMSO (RC maior concentragao),
Rubus coreanus 200ug diluido em 100ml de DMSO (RC menor concentragdo). Os
discos e implantes de titanio comercialmente puro grau IV baseado no conceito de
duplo ataque &cido (Titaniumfix, Brasil) foram expostos a luz UV-C por 15 minutos
com a finalidade de promover micro rugosidades em suas respectivas superficies.
Em seguida os implantes e discos foram imersos nas solu¢des de DMSO, RC 400 e
RC 200 e em seguida permaneceram em temperatura ambiente para que cada
camada secasse por completo. Cinco imersées foram realizadas com o intervalo
necessario entre elas para que as superficies secassem de forma completa e
natural. Finalizadas as 5 camadas os implantes foram devidamente armazenados
em microtubos, enquanto os discos foram armazenados em placa e destinados a

cultura de células.

3.1.2 Experimentos de Cultura de Células, para validacdo bioldgica das

superficies a serem estudadas.

Os discos funcionalizados (DMSO, RC 400 e RC 200) foram destinados
para a cultura de células para que as respectivas superficies fossem avaliadas
biologicamente. Os experimentos de cultura de células foram realizados no
laboratério da Professora Luana Marotta Reis de Vasconcellos, do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia (ICT) — UNESP Séo José dos Campos — SP.
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Apbés a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais, do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia (ICT) — UNESP Sé&o José dos Campos — SP, 0s experimentos
de cultura de células foram executados. Os animais foram submetidos a eutanasia,
para a coleta das amostras doadoras. ApOs a limpeza dos fémures, estes foram
colocados em solucdo de transporte contendo meio essencial minimo, modificagdo
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
Ossea dos fémures, utilizando meio de cultura osteogénico de acordo com Rosa et
al.?? 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 progressao da cultura avaliada por
microscopia de fase invertida (Microscépio Carl Zeiss — Axiovert 40C, Germany).
Apos a confluéncia (aproximadamente 7 dias), as células foram liberadas
enzimaticamente.?? Foram plaqueadas 2x10* células viaveis em cada poco da
microplaca de 24 pogos (Nunc, Dinamarca), foi acrescentado meio de cultura
osteogénico para obtencédo do volume final de 1 mL. Estas placas foram incubadas a
37°C com 5% de CO2 e os osteoblastos de todos os grupos foram avaliados quanto
a viabilidade celular, o contetdo de proteina total, a atividade de fosfatase alcalina, a
formacdo de nodulos de mineralizacdo e o citoesqueleto celular. Todos os testes
foram realizados de acordo com a ISO 10993-1 e em triplicada,?® sendo que cada
triplicata consiste em um pool de células provenientes dos fémures de 4 animais de
cada grupo. O grupo controle utilizado em todos os testes foi a superficie com duplo

atagque acido da empresa Titaniumfix®.

3.1.2.1 Determinacao da viabilidade celular - MTT

Foi realizada avaliacdo quantitativa de células vivas, apos a exposicao ao
agente toxico pela incubagdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo]
(Sigma Aldrich) e analise 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 avaliacdo da viabilidade celular, as células foram cultivadas

nos pocos e avaliadas apos o periodo de 07 dias, utilizando medida colorimétrica em



38

leitor de microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek EL808IU), de acordo

com Andrade et al.?* Os dados foram aferidos através da absorbancia.

3.1.2.2 Andlise do conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi calculado ap6s 07 dias de cultura, de
acordo com o método modificado de Lowry et al.?®> Os procedimentos para esta
andlise estdo descritos em Andrade et al.?* e Prado et al.?® Apés a finalizacdo do
teste, a absorbancia foi aferida espectofotometricamente a 680 nm, sendo que o
conteldo de proteina total foi calculado a partir de uma curva-padréo determinada a

partir de albumina bovina e expresso em pg/mL.

3.1.2.3 Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da liberacéo de
timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit
comercial de acordo com as instrucfes do fabricante (Labtest Diagndéstica) utilizando
0s mesmos lisados do teste da proteina total apos o periodo de 07 dias, e também
de acordo com Andrade et al.?* e Prado et al.?® A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Micronal AJX 1900) utilizando comprimento de onda de 590 nm e
a atividade de fosfatase alcalina foi calculada a partir de curva-padrao usando a

timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 ymol de timolftaleina/hora/ug proteina.

3.1.2.4 Andlise de formacédo de nédulos de mineralizagcéo

As células, foram incubadas a 37°C/5% de CO:2 por 14 dias e ap0s este
periodo foi quantificada a formacdo de nédulos de mineralizacdo, utilizando a
coloracdo por vermelho de Alizarina S 2% (Sigma Chemical Chemical, USA), que foi
mensurada no espectofotobmetro a 405nm, de acordo com Andrade et al.?® Os

valores foram obtidos em absorbancia.

3.1.2.5 Andlise da morfologia celular por fluorescéncia direta



39

Para andlise da morfologia celular do citoesqueleto de actina e dos
nucleos de células aderidas a superficie, as culturas cultivadas por 10 dias foram
fixadas em solucédo de paraformaldeido 4% (Synth, Brasil) em tampé&o fosfato (PBS)
0,1 M, pH 7,2, por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
rotineiramente processadas para fluorescéncia,?® utilizando Alexa Fluor 488
Phalloidin (Invitrogen Eugene, USA) e DAPI (Sigma-Aldrich, USA). Os espécimes
foram examinados no microscopio de fluorescéncia (Microscopio Carl Zeiss
Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany), sob epifluorescéncia. As imagens

digitais foram analisadas com software Axio Vision 7.0.

3.2 22 Etapa da Pesquisa- Experimentos in vivo com o Modelo

Experimental proposto

Inicialmente o projeto foi enviado para Comité de ética em pesquisa no
uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —UNESP e obteve
parecer favoravel (Processo FOA n° 410/2020).

Deste modo, 80 ratas (Wistar) fémeas com 4 meses de idade foram
divididas em oito grupos experimentais de acordo com condi¢cdo de deficiéncia de
estrogeno e funcionalizacdo da superficie dos implantes: SHAM CONV, SHAM
DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC 200,
OVX RC 400. Os animais foram distribuidos em dois periodos de eutanasia - 14 e 28
dias (Tabela 1). A superficie convencional consiste em titdnio comercialmente puro
grau IV baseado no conceito de duplo ataque acido (Titaniumfix, Brasil). Para as
superficies DMSO, RC 200 e RC 400 foi realizada a funcionalizacdo dos implantes

de superficie convencional com as respectivas solugdes.
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TABELA 1 - Distribuicdo dos animais para os respectivos periodos de eutanasia

Grupos Experimentais Primeiro Periodo de Segundo Periodo de
Eutanéasia (14 dias) Eutanéasia (28 dias)
SHAM CONV 4 6
SHAM DMSO 4 6
SHAM RC 200 4 6
SHAM RC 400 4 6
OVX CONV 4 6
OVX DMSO 4 6
OVX RC 200 4 6
OVX RC 400 4 6

Fonte: Autor, 2022

3.2.1 Ciclo estral

Para garantir que as ratas selecionadas para 0s experimentos estavam
ciclando normalmente, elas foram inicialmente colocadas em gaiolas individuais e
diariamente serdo introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiolégico
gue, em seguida, serdo aspiradas e colocadas em lamina histolégica para leitura
microscépica imediata (técnica de Long e Evans?’) para reconhecimento das 4 fases
do ciclo estral. As ratas foram utilizadas apés a obtencdo 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.

3.2.2 Ovariectomia

Apos a validagéo que as ratas estavam ciclando normalmente no dia zero
as mesmas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia com a finalidade de induzir
a deficiéncia de estrégeno. Sendo assim, as ratas foram anestesiadas com cloridrato
de xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) e Cloridrato de Cetamina (Cloridrato de
guetamina injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) e, a seguir, foram imobilizadas
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sobre prancha cirargica em posicao de decubito lateral, foi realizada uma incisdo de
1cm nos flancos, divulsdo por planos do tecido subcutdaneo e, em seguida, do
peritdnio a fim de ter acesso a cavidade abdominal. Em seguida, foram localizados
0S ovarios e 0s cornos uterinos que foram laqueados com fio de Poliglactina 910 4.0
(Vicryl'™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Feito isso, foi
realizada a remogdo dos ovarios. Finalizado, a sutura por planos foi realizada com
fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Johnson, New Brunswick, NJ,
Estados Unidos). As ratas do grupo SHAM passaram pelo mesmo estresse cirargico
pois foi realizada a exposi¢éo cirirgica dos cornos uterinos e dos ovarios sem suas
respectivas lagueadura e remoc¢cdo. Como medida profildtica ap6s a cirurgia, foi
utilizada 0,2 ml de um antibidtico veterinario (Penicilina com Estreptomicina

1.200.000 UI) por via intramuscular em todos os animais. (Figura 1)

FIGURA 1 - Técnica cirargica para aremocao bilateral dos ovarios

A: Regido do flanco da rata tricotomizada; B: Corte e divulsdo da mesma regido envolvendo pele,
tecido subcutdneo e musculo abdominal; C: Localizagcdo da gordura branca que envolve o ovario; D:
Identificacdo do ovario e laqueamento do corno uterino; E: Remocdo do ovario; F:
Reposiocionamento dos tecidos; G e H: Sutura por planos.

Fonte: Autor, 2022

3.2.3 Funcionalizacédo dos Implantes — Dip-coating

Os implantes foram funcionalizados através da técnica de incorporacao:
Dip-coating que consiste imersao dos implantes em uma solu¢cdo com a finalidade
de formar camadas ao redor dos implantes. Foram realizadas 5 camadas ao redor
dos implantes de acordo com a necessidade observada atraves dos testes
preliminares, dessa forma o maior nimero de camadas garante que durante a

insercdo dos implantes no leito cirargico a funcionalizacdo da superficie ndo seria
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perdida. A funcionalizagdo dos implantes foi realizada com DMSO para serem
instalados nos grupos SHAM DMSO e OVX DMSO, e com Rubus coreanus nas
seguintes concentracdes: Rubus coreanus 400ug diluido em 100 ml de DMSO (RC
400) para os grupos SHAM RC 400 e OVX RC 400, Rubus coreanus 200ug diluido
em 100ml de DMSO (RC 200) para os grupos SHAM RC 200 e OVX RC 200. Apés a
formacdo das 5 camadas e secagem adequada dos implantes os mesmos foram

instalados nos animais.

3.2.4 Cirurgia para instalacdo dos implantes osseointegraveis nas tibias

Decorridos 30 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral os animais foram
submetidos a cirurgia de instalacdo dos implantes. Dessa forma, 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, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, S&do Paulo, Brasil) e
receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Frangca) como anestesia local e para hemostasia do campo

operatorio.

Apoés a sedacao foi realizada a tricotomia na por¢cao medial da tibia direita
e esquerda, e antissepsia da regido a ser incisada com Polivinilpirrolidona lodo
Topico (PVPI 10%, Riodeine Topico, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto). Com uma
lamina namero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japao) foi realizada uma inciséao
linear de aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metéfise tibial
esquerda e direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e
afastado com o auxilio de descoladores de periésteo, expondo 0 0sso para a

instalacdo do implante.

Foram instalados implantes de titanio comercialmente puro grau IV
baseado no conceito de duplo ataque acido (Titaniumfix, Brasil), com diametro de
2,2 mm e altura de 4 mm, esterilizados por raios gama (Figura 2), submetidos
(grupo experimental) ou ndo (grupo controle) a funcionalizagcdo das superficies com
o DMSO ou Rubus coreanus. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa espiral
de 0,9 mm de diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, S&o Paulo,



43

SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigagdo com solugdo isotbnica de
cloreto de sodio a 0,9% (Fisiolégico®, Laboratorios Biosintética Ltda®, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com reducdo 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.

FIGURA 2 - Dimensd@es do implante instalado nas tibias das ratas

4 mm

2,2 mm

Fonte: Autor, 2022

Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada metéfise tibial. Os
tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910
— Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos
continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson,
Sédo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo.
(Figura 3)

No pés-operatdrio imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular
de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabibtico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos durante
todo o experimento com ragdo e agua ad libitum.
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FIGURA 3 — Técnica para instalagao dos implantes nas metafises tibiais

:
s
) 1m -
o= s |

Sequéncia do trans-operatdrio do procedimento de instalacdo dos implantes — A: Tricotomia; B:
Antissepsia da regido com PVPI na metafise tibial; C: Incisdo linear na lateral da metafise tibial; D:
Divulsdo por planos, acesso a metafise tibial; E: Fresagem da metéfise tibial; F: Leito 6sseo fresado
para a instalacdo do implante; G: Implante acoplado a chave digital; H: Instalacdo do implante com
chave digital; I: Sutura.

Fonte: Autor, 2022

3.2.5.1 Eutanasia — 14 dias ap0s a instalacdo dos implantes

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 14 dias apds a cirurgia de
instalagdo dos implantes. Com as tibias coletadas foram realizadas as analises
biomecanica/contra-torque.

FIGURA 4 — Desenho experimental relacionado ao primeiro periodo de eutanasia (14
dias ap6s ainstalacdo dos implantes)
Dia 0 Dia 30 Dia 44

f

Avaliagdo perimplantar 14 dias apds a instalagdo dos implantes

Fonte: Autor, 2022
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TABELA 2 — Distribuicdo das tibias dos grupos experimentais referente a avaliacdo
perimplantar mediante as analises

Grupos Experimentais Biomecanica
SHAM CONV 4
SHAM DMSO 4
SHAM RC 200 4
SHAM RC 400 4

OVX CONV 4
OVX DMSO 4
OVX RC 200 4
OVX RC 400 4

Fonte: Autor, 2022

3.2.5.2 Eutanésia — 28 dias ap0s a instalacdo dos implantes

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 28 dias ap0s a cirurgia de
instalacdo dos implantes. Com as tibias coletadas foram realizadas as analises

biomecanica/contra-torque e microtomografia computadorizada.
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TABELA 3 — Distribuicdo das tibias dos grupos experimentais referente a avaliacdo
perimplantar mediante as analises

Grupos Experimentais Biomecanica Micro CT
SHAM CONV 6 6
SHAM DMSO 6 6
SHAM RC 200 6 6
SHAM RC 400 6 6

OVX CONV 6 6
OVX DMSO 6 6
OVX RC 200 6 6
OVX RC 400 6 6

Fonte: Autor, 2022

FIGURA 5 — Desenho experimental relacionado ao segundo periodo de eutanasia (28
dias ap6s ainstalacao dos implantes)

Dia O Dia 30 Dia 44 Dia 54 Dia 58

Avaliagdo perimplantar 28 dias apds a instalagdo dos implantes

Fonte: Autor, 2022

3.2.6 Andlise Biomecéanica (Torque de Remoc¢ao)

Para a andlise biomecanica, os animais foram sedados pela combinacéo
de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Séao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séo 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 operatorio. Apos a

sedacéo foi realizada a tricotomia na por¢cdo medial da tibia direita e esquerda, e
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antissepsia da regido a ser incisada com Polivinilpirrolidona lodo Tépico (PVPI 10%,
Riodeine Topico, Rioquimica, S&o José do Rio Preto). Com uma lamina namero 15
(Feather Industries Ltda, Tokyo, Japédo) foi realizada uma incisdo linear de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metafise tibial esquerda e
direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o
auxilio de descoladores de periosteo, expondo o implante. Com o auxilio de uma
chave hexagonal 0,9 mm curta para catraca acoplada ao torquimetro digital os
implantes foram submetidos ao torque reverso, através de um movimento anti-
horario até a rotacdo do implante no interior do tecido Osseo, rompendo
completamente a interface osso/implante, foi observado e registrado o momento em
gue o torquimetro obteve o0 pico maximo de torque para esse rompimento, em

Newton por centimetro (N.cm).

3.2.7 Anélise de Microtomografia Computadorizada (MicroCT)

As tibias do lado contralateral ao lado em que foi realizado o contra torque
foram removidas apés a eutanasia, fixadas em solucdo de formalina tamponada a
10% (Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP,
Brasil) durante 48 horas, banhadas em &agua corrente por 24 horas, armazenadas
em alcool 70° para o transporte até a realizagdo da microtomografia

computadorizada.

Os parametros avaliados seguiram o0 guia para a avaliacdo da
microarquitetura éssea em roedores usando microtomografia computadorizada

publicado por Bouxsein et al. 28

As pecas foram escaneadas através do microtomoégrafo Skyscan
(SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 8um
de espessura (90Kv e 111pA), com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de
rotacdo de 0.4 mm, tamanho do pixel de 2016x1344 um e com tempo de aquisi¢ao
de 1h e 56min. As imagens obtidas pela projecédo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas determinando a éarea de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Verséo 1.6.6.0), com smoothing de 5, correcdo dos anéis

de artefato de 10, correcdo de Beam Hardening de 40% e a faixa de conversao de
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imagem variou de 0,0 — 0,14. No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-

bit) as imagens foram reconstruidas, sendo avaliada no plano transaxial.

Para realizacdo das morfometrias o 3D foi utilizado o software CTAnalyser
(Skyscan, Leuven, Bélgica). A padronizacdo da regido de interesse (ROI) foi
padronizada através da metodologia BIC envolvendo a regido de osso peri-implantar
em contato com o implante. A partir da utilizacdo da metodologia BIC, foram
demarcados 30 slices correspondentes a porcdo medular, a partir do

desaparecimento da cortical superior e aparecimento de osso medular.

A partir dessa conversdo o software realizou o calculo morfométrico
aplicado ao ROI por meio dos parametros (BV) Volume ésseo; (BV/TV) Porcentagem
de Volume Osseo; (Tb. N) Numero de Trabéculas; (Tb. Sp) Separagdo entre as
trabéculas e (Tb.Th) Espessura do Trabeculado.?®

3.2.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade e
homoscedasticidade (teste Shapiro-Wilk) o qual foi utilizado para avaliar a
distribuicAo das amostras, que foram paramétricas. Apdés a confirmacdo da
distribuicdo normal destas, o teste Anova Two Way seguido pelo teste de Tukey
para comparac¢des multiplas, quando necessario. Os testes foram realizados por
meio do programa GraphPad Prism versdo 7.01 para Windows. Para todos os

dados, um nivel de significancia de 5% (P <0,05) foi considerado.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados dos Experimentos de Cultura de Células

4.1.1 Determinagéo da viabilidade celular - MTT

50

Através do ensaio MTT aos 7 dias € possivel observar os maiores

valores para Ti e CON (controle de fundo do poco). Os resultados dos grupos DMSO

e RC 400 apresentaram-se de forma semelhante enquanto que RC 200 teve os

menores valores. Com a determinagéo da viabilidade celular a partir dos resultados

obtidos através do ensaio do MTT foi possivel constatar os seguintes percentuais de
viabilidade celular frente as superficies testadas: DMSO (83,81%), RC 200 (80%) e
RC 400 (80,95%). Foi observada diferenca estatistica entre os seguintes grupos: Ti
vs. DMSO, Ti vs. RC 200, Ti vs. RC 400, DMSO vs. RC 200, DMSO vs CON, RC
200 vs. CON, RC 400 vs. CON. (p<0,05). (Grafico 1)

GRAFICO 1 - Gréfico referente a média dos resultados do ensaio MTT (viabilidade

celular) aos 7 dias
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Fonte: Autor, 2022

4.1.2 Analise do conteudo de proteina total
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O conteudo de proteina total aos 7 dias obteve os maiores valores para
RC 200 e RC 400 quando comparado aos demais grupos. Embora numericamente o
conteudo de proteina total de RC 200 foi superior a RC 400 ndo houve diferenca
estatistica entre as diferentes concentracdes. Foi observada diferenca estatistica
entre os seguintes grupos: Ti vs. RC 200, Ti vs. RC 400, DMSO vs. RC 200, DMSO
vs. RC 400, RC 200 vs. CON (p<0,05). (Grafico 2)

GRAFICO 2 - Gréafico referente a média dos resultados de proteina total aos 7 dias
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4.1.3 Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina aos 7 dias teve sua atividade semelhante
entre os grupos Ti, DMSO, RC 400 e o CON (controle de fundo do pog¢o). O RC 200
obteve o menor valor quando comparado com os demais grupos tendo diferenca
estatistica entre DMSO vs. RC 200 (p<0,05). (Grafico 3)
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GRAFICO 3 - Gréfico referente a média dos resultados de fosfatase alcalina aos 7 dias

FOSFATASE ALCALINA -7 DIAS

~ 0.08 7 Hﬁ

e} * %

a -

< .

S 0.06

'_

o

© 0.04-

L

[a)

<

8 0.02-

(7]

=z

L

0 0.00- T
AN
< @60

Q

SUPERFICIES

Fonte: Autor, 2022

4.1.4 Analise de formacéo de nédulos de mineralizagéo

A formacgdo de nodulos de mineralizagdo aos 14 dias teve 0os maiores
valores para o grupo DMSO quando comparado com os demais grupos. Os grupos
Ti, RC 200, RC 400 e CON (controle de fundo do poco) tiveram resultados
semelhantes. Foi observada diferenca estatistica entre: Ti vs. DMSO, DMSO vs. RC
200, DMSO vs. RC 400, DMSO vs. CON (p<0,05). (Gréfico 4)



53

GRAFICO 4 - Gréfico referente a média dos resultados de formacido de nédulos de
mineralizagdo aos 7 dias
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Fonte: Autor, 2022

4.1.5 Anélise da morfologia celular por fluorescéncia direta

Por meio da fluorescéncia direta foi possivel observar que a morfologia
dos osteoblastos foi mantida e as superficies testadas (Ti, DMSO, RC 200 e RC 400)

ndo acarretaram danos aparentes a morfologia das células bem como a sua

maquinaria celular. (Figura 6)
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FIGURA 6 - Andlise da morfologia celular através de fluorescéncia direta
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Fonte: Autor, 2022

4.2 Resultados ”’In vivo”’

4.2.1 Resultados biomecanicos

Aos 14 dias é possivel observar valores de torque de remocao
semelhantes entre os grupos avaliados e com auséncia de diferenca estatistica
entre os grupos (SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200 E SHAM RC 400) e
(OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC 200, OVX 400). Nesse periodo inicial os valores
de torque de remocao com a presenca ou auséncia de deficiéncia de estrogeno sao

semelhantes.

Os resultados obtidos aos 28 dias apresentaram diferencas estatisticas
entre os seguintes grupos: SHAM DMSO e SHAM RC 200 (*); SHAM RC 200 e
SHAM RC 400 (**). Embora néo tenha diferenca estatistica entre os grupos SHAM
CONV e SHAM RC 400 os maiores valores de torque de remogao pertencem ao
grupo SHAM RC 400. Para os grupos ovariectomizados nédo houve diferenca
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estatistica entre os grupos aos 28 dias, entretanto os maiores valores pertencem aos
grupos OVX DMSO e OVX RC 400.

Para a andlise estatistica de cada superficie testada ao longo do tempo
observamos as seguintes diferencas estatisticas: Convencional (SHAM CONV 14
dias x SHAM CONYV 28 dias); (SHAM CONV 28 dias x OVX CONV 14 dias); (SHAM
CONV 28 dias x OVX CONV 28 dias), DMSO (SHAM DMSO 14 dias x SHAM DMSO
28 dias); (SHAM DMSO 28 dias x OVX DMSO 14 dias); (SHAM DMSO 28 dias x
OVX DMSO 28 dias); (OVX DMSO 14 dias x OVX DMSO 28 dias), RC 200 (SHAM
RC 200 14 dias x SHAM RC 200 28 dias); (SHAM RC 200 28 dias x OVX RC 200 14
dias), RC 400 (SHAM RC 400 14 dias x SHAM RC 400 28 dias); (SHAM RC 400 28
dias x OVX RC 400 14 dias); (SHAM RC 400 28 dias x OVX RC 400 28 dias).

Aos 28 dias os valores de torque reverso dos grupos sem a interferéncia
sistémica séo superiores ao dos grupos que apresentam a mesma, ou seja, o torque
de remocédo de SHAM CONV foi superior a OVX CONV, SHAM DMSO foi superior a
OVX DMSO, SHAM RC 200 foi superior a OVX RC 200, e SHAM RC 400 foi superior
a OVX RC 400. (Gréfico 5)

GRAFICO 5 - Avaliacdo biomecanica através do torque de remocéo aos 14 e 28 dias
apols a instalacdo dos implantes. Comparacédo entre os grupos SHAM CONV, SHAM

DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC 200, OVX RC
400
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4.2.2 Resultados Microtomograficos (MicroCT)

Os valores obtidos para o parametro volume Osseo (BV) foram os
seguintes: SHAM CONV (1,96 mm3), OVX CONV (1,63 mm3), SHAM DMSO (1,91
mm3), OVX DMSO (1,55 mm3), SHAM RC 200 (1,54 mm3), OVX RC 200 (1,25 mm?),
SHAM RC 400 (1,82 mm?) e OVX RC 400 (0,98 mm3). Para o parametro volume

0sseo ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados. (Gréafico 6)

GRAFICO 6 - Quantificacdo do volume 6sseo. Comparacédo entre os grupos SHAM
CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC
200, OVX RC 400
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Fonte: Autor, 2022

Os resultados obtidos para percentual de volume ésseo (BV/TV) foram os
seguintes: SHAM CONV (81,75%), OVX CONV (58,47%), SHAM DMSO (75,24%),
OVX DMSO (59,31%), SHAM RC 200 (71%), OVX RC 200 (45,08%), SHAM RC 400
(64,05%) e OVX RC 400 (47,73%). Para BV/TV houve as seguintes diferencas
estatisticas: SHAM CONV x OVX CONV (*); SHAM RC 200 x OVX RC 200
(*).(Gréfico 7)
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GRAFICO 7 - Quantificacdo do percentual de volume 6sseo. Comparacdo entre 0s
grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX
DMSO, OVX RC 200, OVX RC 400
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Fonte: Autor, 2022

Os resultados obtidos para percentual de espessura das trabéculas
(Tb/Th) foram os seguintes: SHAM CONV (0,085 mm), OVX CONV (0,11 mm),
SHAM DMSO (0,12 mm), OVX DMSO (0,11 mm), SHAM RC 200 (0,12 mm), OVX
RC 200 (0,12 mm), SHAM RC 400 (0,13 mm) e OVX RC 400 (0,11 mm). Para o

parametro Th/Th ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. (Grafico 8)
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GRAFICO 8 - Quantificacdo espessura das trabéculas 6sseas. Comparagéo entre os
grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX
DMSO, OVX RC 200, OVX RC 400
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Fonte: Autor, 2022

Os resultados obtidos para percentual de nimero de trabéculas (Tb/N)
foram os seguintes: SHAM CONV (5,93 mm), OVX CONV (4,86 mm), SHAM DMSO
(5,80 mm), OVX DMSO (5,03 mm), SHAM RC 200 (5,63 mm), OVX RC 200 (3,89
mm), SHAM RC 400 (5,25 mm) e OVX RC 400 (3,81 mm). Para o parametro Tb/N

nao houve diferenca estatistica entre os grupos. (Gréafico 9)
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GRAFICO 9 - Quantificacdo do numero de trabéculas 6sseas. Comparacdo entre os
grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONV, OVX
DMSO, OVX RC 200, OVX RC 400
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Fonte: Autor, 2022

Os resultados obtidos para percentual de separacdo das trabéculas
(Tb/Sp) foram os seguintes: SHAM CONV (0,06 mm), OVX CONV (0,11 mm), SHAM
DMSO (0,09 mm), OVX DMSO (0,09 mm), SHAM RC 200 (0,10 mm), OVX RC 200
(0,22 mm), SHAM RC 400 (0,11 mm) e OVX RC 400 (0,12 mm). Para o parametro
Tb/Sp houve diferenca estatistica entre os grupos SHAM CONV x OVX CONV (*).
(Grafico 10)
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GRAFICO 10 - Quantificagdo da separacdo entre as trabéculas 6sseas. Comparagao
entre os grupos SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM RC 400, OVX CONYV,

OVX DMSO, OVX RC 200, OVX RC 400

Th.Sp (mm)

0.15 -
* Il CONV
T I pMsoO
0.104 T Bl RcC 200
RC 400
0.05 4
0.00 -

Fonte: Autor, 2022



Discussao



62

5 DISCUSSAO

O crescimento da populagao idosa decorrente do aumento da expectativa
de vida esta atrelado ao aparecimento de interferéncias sistémicas. As
interferéncias, tais como a osteoporose, quando presentes tornam o0s casos de
reabilitacdo oral desafiadores devido ao prejuizo que acontece durante 0 processo
de reparo 06sseo perimplantar. Sabe-se que a qualidade do tecido 6sseo que ir4
receber o implante é essencial para a estabilidade do implante bem como o sucesso
na osseointegracdo.?®2° Os ossos longos e do complexo maxilofacial apresentam
uma reducdo da massa 6ssea em pacientes que apresentam osteoporose,?®3! e
devido as caracteristicas estruturais da microarquitetura 6ssea dos 0ssos maxilares
h& uma reducdo da densidade dssea, principalmente nas regifes posteriores, desta
forma a interferéncia sistémica em questdo quando presente diminui a estabilidade
primaria dos implantes® e aumenta a perda 6ssea marginal,® fatores que

influenciam diretamente o sucesso do tratamento reabilitador.2°9:33.34

Em virtude do prejuizo gerado alternativas locais vém sendo estudadas
com a finalidade de proporcionar melhores condicbes ao 0sso reparacional
perimplantar. A funcionalizagdo dos implantes de titAnio com farmacos que
proporcionem uma atuacéo local tem sido uma op¢éo inovadora que proporciona a
liberacdo local de moléculas bioativas que atuem no tecido 6sseo perimplantar. A
busca por alternativas terapéuticas naturais é frequente devido aos seus efeitos
colaterais serem minimizados quando comparados com farmacos sintéticos. O rubus
coreanus é apontado como uma alternativa terapéutica sistémica natural que possui
efeitos benéficos ao tecido 6sseo. Estudos apontam gue sua atuacdo ocorre tanto
em células formadoras, osteoblastos, quanto em células responsaveis pela
reabsorcdo do tecido 6sseo, osteoclastos.’® Embora o seu mecanismo de acédo
ainda nao seja bem elucidado na literatura, por conta dos resultados prévios obtidos

sugere-se que o rubus coreanus seja uma alternativa local promissora.

Sabe-se que é fundamental a realizagcdo de estudo com culturas de
células para que as respostas celulares sejam avaliadas de forma isolada com o
intuito de evitar danos e auséncia de biocompatibilidade no estudo in vivo. Dessa
forma, com o auxilio da cultura de células foi realizada a validacdo das superficies

testadas frente as respostas celulares. Por meio do ensaio de MTT foi possivel
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caracterizar a viabilidade celular tanto para o controle positivo (DMSO) quanto as
concentracbes de rubus coreanus testadas (RC 200 e RC 400), pois ambos se
apresentaram viaveis para as células de forma semelhante. Com base nos dados
obtidos para viabilidade celular foi possivel observar que a substancia alvo do

estudo, o RC, nédo foi capaz de provocar danos as células.

Aléem de manter a viabilidade celular o RC aumentou o contetudo de
proteina total nos grupos RC 200 e RC 400. O aumento do conteudo de proteina
total demonstra que houve estimulo & maquinaria celular para que as respostas
celulares acontecessem, entretanto nao foi suficiente para que a atividade da
fosfatase alcalina fosse superior nas superficies teste (RC 200 e RC 400) quando
comparado com as superficies controle (CONV e DMSO) De acordo com o0s
resultados apresentados previamente a morfologia celular foi preservada e o RC nao
causou danos do ponto de vista morfolégico.

Através da analise biomecéanica de torque de remocéo realizada no
experimento in vivo foi possivel observar valores semelhantes de contra torque entre
todos grupos experimentais (SHAM CONV, SHAM DMSO, SHAM RC 200, SHAM
RC 400, OVX CONV, OVX DMSO, OVX RC 200, OVX RC 400) aos 14 dias que
corresponde ao inicio do processo de formacdo Ossea ao redor das espiras dos
implantes, ou seja o tecido 6sseo formado encontra-se nas etapas iniciais e nao
houve a maturacdo completa do mesmo. Ao observar os valores obtidos aos 28 dias
€ possivel notar que o efeito negativo da deficiéncia de estrégeno para o reparo
0sseo perimplantar torna-se nitido quando os valores de torque de remocédo para o
grupo ovariectomizado (OVX CONV) séo inferiores aos obtidos no grupo saudavel
(SHAM CONV). Do ponto de vista biomecanico € possivel constatar que as
superficies testadas (DMSO, RC 200 e RC 400) ndo foram capazes de melhorar a

gualidade 6ssea e consequentemente a osseointegracao.

Com a andlise microtomogréfica € possivel avaliar a microarquitetura do
tecido 6sseo perimplantar. As respostas macroscopicas provenientes desta analise
demonstraram que a funcionalizacdo das superficies dos implantes com RC né&o
proporcionou melhorias morfométricas significativas. A caracterizacao das respostas
celulares advindas do estudo in vivo pode evidenciar as vias ativadas ou néo no
quesito de biomineralizagcdo e maturacéo tecidual. Vale ressaltar que devido a maior

complexidade do organismo quando comparado com células isoladas ha a
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possibilidade de resultados distintos do esperado em virtude das regulacdes
fisiologicas bem como a sua capacidade de estabelecer mecanismos
compensatorios. Desta forma, com os resultados obtidos quanto as avaliacbes
biomecanicas e da microarquitetura perimplantar, considera-se que numa proxima
etapa, estudos caracterizando as respostas celulares e moleculares serao
relevantes para a completa caracterizagao da resposta periimplantar nas condi¢oes

experimentais avaliadas



Conclusio
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel constatar que o rubus
coreanus apresentou a capacidade de manter a viabilidade celular e proporcionar
efeitos positivos as células osteoblasticas entretanto sua acdo local através da
funcionalizacédo dos implantes nao favoreceu o reparo 6sseo perimplantar em ratas

saudaveis e em condi¢des de deficiéncia de estroégeno.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) — FOA UNESP (n° 00410-2020)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp “YULIO DE MESQUITA FILKO"

CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE COONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA,

CEUA - Comisz3o de Effca no Uco de Animalc
CEUA - Ethloc Commifise on the Uce of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa mtitulade “Avaliagdo das respostas de
biomineralizag3o pelo Rubus coreanus frente a deficiéncia de estrogeno. Um
estudo translacional”, Processo FOA n® 00410-2020, sob responsabibdade oe
Roberia Okamoto apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios
Eticos da Expermentacio Animal & sua execuc3o fof aprovada pela CELA em 04 de
Margo de 2021.
[ VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 0% ge Fevereiro de 2004,
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 04 de Margo de 2024,

CERTIFICATE
We cantify that the study enttled “Evaluation of biomineralization responses by
Rubus coreanus in estrogen deficiency. A translational study”, Protocol FOA n®
00410-2020, under the supenision of Roberta Okamoto presents an expermental
protocol in 3ccordance with the Ethical Principles of Animal Expenmentation and ts
implementation was approved by CEUA on March 04, 2021,
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: February 04, 2024
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: March 04 2024,

Prof, Associado Joao Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator
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ANEXO B

Os dados apresentados na dissertacdo serdo submetidos na Scientific reports
(Qualis Al e Fator de Impacto 4.379.

namre

SCIENTIFIC
REPg}RTS

Scientific Reports




