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Batista FRS. Caracterizacdo do tecido 6sseo peri-implantar frente ao uso do éxido nitrico para
funcionalizagdo da superficie de implantes instalados na maxila de ratas induzidas a
deficiéncia de estrogeno e sindrome metabdlica tratadas com risedronato de sodio [tese].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2021.
RESUMO

Objetivo: caracterizar o processo de reparo 6sseo peri-implantar em maxilas de ratas
ovariectomizadas com sindrome metabodlica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com
risedronato e instalagdo de implantes funcionalizados com [Ru(terpy)(bdq)NOJ** (TERPY).
Materiais e métodos: 0s testes in vitro realizados na Fase 1 avaliou as propriedades bioldgicas
e fisico-quimicas da melhor concentracdo da TERPY frente as respostas osteogénicas, para a
funcionalizacdo dos implantes pela técnica de LbL. A realizacdo de experimentos in vivo na
Fase 2 avaliou o efeito da superficie funcionalizada durante o reparo 6sseo peri-implantar.
Para isso, 48 ratas Wistar foram divididas em: SHAM CONYV (n=8), OVX SM CONV (n=8),
OVX SM RIS CONV (n=8), SHAM TERPY (n=8), OVX SM TERPY (n=8) e OVX SM RIS
TERPY (n=8). Em t=0, as ratas foram submetidas a cirurgia ficticia (SHAM) e a cirurgia de
ovariectomia bilateral (OVX); ap6s a recuperacdo da cirurgia, os animais receberam a dieta de
cafeteria (SM). Passados 30 dias (t=30), o tratamento medicamentoso com risedronato de
sodio (0,7 mg/kg/semana) (RIS) ou solucdo salina (0,3 ml), via gavagem, foi iniciado e
realizado até o momento da eutanasia. Sessenta dias ap6s o inicio do tratamento
medicamentoso (t=90), a cirurgia de exodontia do primeiro molar superior foi realizada junto
a instalagdo imediata dos implantes de forma bilateral (CONV ou TERPY). Quatorze dias
apos a cirurgia de instalacdo dos implantes (t=104), todos os grupos experimentais receberam
a injecdo intramuscular do fluorocromo calceina (20 mg/kg) e ap6s 10 dias (t=114), do
fluorocromo vermelho de alizarina (25 mg/kg). Aos 28 dias pds-operatérios (dia da eutanasia,
t=118), os animais foram anestesiados e, nas maxilas do lado direito, os implantes foram
submetidos ao torque reverso e imediatamente apds a remocgédo dos implantes, foi realizada a
coleta do tecido 6sseo para analise de PCR tempo real para avaliacdo da expressao relativa de
ALP, iBSP, OCN, OPG, RANKL, TRAP e VEGF, seguido da eutanasia dos animais; as
maxilas do lado esquerdo foram coletadas para a analise de Micro-CT (BV/TV, Th.Th, Th.N,
Th.Sp e i.S) e, ap0s 0 escaneamento, as mesmas passaram pelo processamento para analise da
dindmica dssea por fluorocromos (MAR e ELCOI). Os dados foram submetidos a anélise
estatistica, com o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Fase 1: poucas

diferencas foram observadas entre as duas concentragdes avaliadas e assim, a menor



concentracdo do farmaco foi selecionada (10uM). Fase 2: os implantes funcionalizados com a
TERPY apresentaram os maiores valores absolutos de torque de remocdo para todos os
grupos e com diferenca estatistica para OVX SM TERPY (p=0,0402). A associagdo sistémica
entre o risedronato e a TERPY em ratas ovariectomizadas (OVX SM RIS TERPY)
demonstrou expressao aumentada para iBSP e equilibrio entre OPG e RANKL, corroborando
com os dados obtidos para MAR (p=0,0052) e com os parametros de BV/TV, Tb.Th e i.S da
analise microtomografica para esse mesmo grupo. Conclusdo: o desempenho clinico dos
implantes funcionalizados com TERPY foi favoravel, e, quando associado a administracéo

sistémica de risedronato de sodio, os resultados se tornam mais promissores.

Palavras-chave: Osteoporose. Osteonecrose por bifosfonatos. Interface osso-implante.

Osseointegracdo. Oxido nitrico.



Batista FRS. Characterization of peri-implant bone tissue against the use of nitric oxide for
surface functionalization of implants installed in the maxilla of rats induced to estrogen
deficiency and metabolic syndrome treated with risedronate sodium [tese]. Aracatuba:

College of Dentistry - State University Paulista; 2021.
ABSTRACT

Objective: characterize the peri-implant bone tissue repair process in maxilla of
ovariectomized rats with metabolic syndrome induced by cafeteria diet, treated with
risedronate and through placement the implants functionalized with [Ru(terpy)(bdq)NO]3+
(TERY). Materials and methods: in vitro tests performed in Phase 1 evaluated the biological
and physicochemical properties of the better concentration of TERPY against osteogenic
responses, for the functionalization of implants using the LbL technique. In vivo experiments
in Phase 2 evaluated the effect of functionalized surface during peri-implant bone repair. For
this, 48 female rats were divided: SHAM CONV (n=8), OVX SM CONYV (n=8), OVX SM
RIS CONV (n=8), SHAM TERPY (n=8), OVX SM TERPY (n=8) and OVX SM RIS TERPY
(n=8). At t=0, the rats underwent unreal surgery (SHAM) and bilateral ovariectomy surgery
(OVX); after recovery from surgery, animals received cafeteria diet (SM). After 30 days
(t=30), drug treatment with risedronate sodium (0.7 mg/kg/week) (RIS) or saline solution (0.3
ml), via gavage, was started and sustained out until the time of euthanasia. Sixty days after the
start of drug treatment (t=90), the maxillary first molar extraction surgery was performed
followed by the immediate installation of the implants bilaterally (CONV or TERPY).
Fourteen days after implant placement surgery (t=104), all experimental groups received
intramuscular injection of the fluorochrome calcein (20 mg/kg) and after 10 days (t=114), the
red fluorochrome alizarin (25 mg/kg). After 28 postoperative days (day of euthanasia, t=118),
the animals were anesthetized and, in the maxillary on the right side, the implants were
subjected to reverse torque and immediately after removal of the implants, bone tissue was
collected for real-time PCR analysis to measure the relative expression of ALP, iBSP, OCN,
OPG, RANKL, TRAP e VEGF, followed by euthanasia of animals; the left side maxillary
were collected for Micro-CT analysis (BV/TV, Tb.Th, Th.N, Tb.Sp e i.S) and, after scanning,
they underwent processing for analysis of bone dynamics by fluorochromes (MAR and
ELCOI). Data values were subjected to statistical analysis, with a significance level of 5%
(p<0.05). Results: Phase 1: few differences were observed between the two concentrations
evaluated and thus, the lowest drug concentration was selected (10ptM). Phase 2: the implants

functionalized with TERPY presented the highest absolute values of removal torque for all



groups and with statistical difference for OVX SM TERPY (p=0.0402). The systemic
association between risedronate and TERPY in ovariectomized rats (OVX SM RIS TERPY)
showed increased expression for iBSP and balance between OPG and RANKL, corroborating
the data obtained for MAR (p=0.0052) and with the parameters BV/TV, Th.Th and i.S of the
microtomographic analysis for this same group. Conclusion: the clinical performance of
implants functionalized with TERPY was favorable, and when associated with the systemic

administration of risedronate sodium, the results become more promising.

Keywords:  Osteoporosis.  Bisphosphonate  osteonecrosis.  Bone-implant interface.
Osseointegration. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

O aumento do risco de alteracBes patoldgicas provocadas pela senilidade é
intensificado pela perda da homeostasia do organismo em funcdo das complexas
transformacfes nos eixos hormonais reguladores do metabolismo, como a diminuicdo da
secrecdo hormonal e perda de sensibilidade dos tecidos a estes [1-3].

O estrogénio desempenha influéncia sobre o turnover 6sseo a partir da regulacdo
direta sobre a proliferacdo de osteoblastos e inibicdo de osteoclastos [4,5]. No periodo pos-
menopausa, 0 declinio dos niveis desse hormonio leva a deformacdo dessa dindmica a partir
do aumento da atividade osteoclastica, excedendo os niveis normais de reabsorcdo e como
consequéncia, a acelerada perda de massa 6ssea e aumento do risco de fraturas [4-9]. Ainda, a
deficiéncia de estrogenos pode levar a disfuncdo das células -pancreéticas, resisténcia a
insulina, excesso de gordura no figado, aterosclerose, aumento do colesterol total e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), intensificando assim alteracGes patoldgicas ja
oriundas da senilidade, como as doencas cardiovasculares, o risco de obesidade, ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e da sindrome metabdlica [1,10,11].

A sindrome metabdlica engloba diferentes tipos de anormalidades associadas como a
hipertensdo, altos niveis de triacilglicerois, baixos niveis de HDL, resisténcia a insulina,
disfuncdes no metabolismo da glicose e estado pré-inflamatorio [10,12], sendo a obesidade
considerada uma das principais razfes para o seu desenvolvimento [13,14]. Essa combinacao
de fatores compde uma série de efeitos independentes sobre 0 metabolismo dsseo e que pode
estar relacionada ao desenvolvimento da osteoporose em mulheres na pos-menopausa, uma
vez que a privacao de estrogénio também aumenta a probabilidade de desenvolvimento dessa
disfuncéo a partir do aumento da gordura visceral, ganho de peso e resisténcia a insulina [15].

O padrdo ouro para o tratamento da osteoporose é realizado a partir da administracdo
de bifosfonatos, sendo o alendronato e o risedronato de sédio os antirreabsortivos orais de
primeira escolha [16] em razdo da meia vida longa e capacidade de permanéncia em seus
respectivos sitios de ligacdo pelo periodo de meses a anos [17]. O risedronato € um composto
piridilo da terceira geracdo [18] que contém nitrogénio em sua estrutura quimica,
enquadrando-se como um bifosfonato nitrogenado, apresentando maior poténcia clinica e
melhor afinidade de ligacdo ao tecido 6sseo [19], ainda que a literatura sustente reducéo da
formagéo de vasos sanguineos em resposta ao acido zoledrénico, demonstrando que além da
atividade antirreabsortiva, o0s bifosfonatos nitrogenados possuem  propriedades

antiangiogénicas [20]. Dado que a osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos é
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a complicagédo frequentemente associada ao uso dos bifosfonatos, classicamente considerada
como uma necrose avascular por uma interrupgdo no fornecimento sanguineo, a inibicdo da
angiogénese é uma hipotese principal na fisiopatologia dessa complicacdo [21], além da
supressdo da remodelacao 6ssea por inibicdo de osteoclastos acompanhada de esclerose dssea,
isquemia, microtrauma constante e efeitos citotoxicos celulares [19,21].

Muitos mediadores quimicos estdo envolvidos no processo de reparo e cura de feridas
a partir da inflamacdo, formacgédo de tecido e remodelacdo. O mesmo transcorre durante o
processo do reparo 0sseo peri-implantar a partir do turnover 0sseo, que também requer o
envolvimento de mediadores sollveis, matriz extracelular e de células sanguineas e
parenquimatosas [22]. O oOxido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacdo produzida em
resposta a diferentes estimulos, que atua como um mediador primario no aumento da massa
Ossea através da estimulacdo mecanica, inibindo a osteoclasia [23] e ainda, estudos in vitro
apontam que o NO parece desempenhar um papel regulador autocrino e paracrino no
metabolismo 6sseo, a partir da modulacdo da atividade de osteoblastos, aumentando a
proliferacdo osteoblastica e a sintese de osteocalcina, favorecendo a formacdo inicial da
matriz mineral 6ssea [24,25].

O agente [Ru (terpy) (bdq) NO] ** (TERPY) é um complexo de ruténio doador de
Oxido nitrico que aumenta a producdo desse mediador pelas células endoteliais [26,27].
Estudos afirmam que o aporte sanguineo é um fator critico para a cura de fraturas e,
considerando o papel do NO na angiogénese e na vasodilatacdo, esses dados fundamentam a
influéncia desse mediador durante a cicatrizacdo déssea atraves da inibicdo da apoptose de
células endoteliais e por acdo direta na producgdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) [22]. Ademais, dados pré-clinicos contribuem quanto ao papel do NO na biologia
Ossea e sugerem que substancias doadoras de NO podem prevenir a perda 6ssea em mulheres
pOs-menopausicas [28], além dos estudos pilotos em humanos que apoiam o conceito do uso
desses doadores para prevenir a perda 6ssea, assim como a administracdo de NO exdgeno
[24].

Em vista da grande demanda pela classe idosa em busca de tratamentos reabilitadores
e esteticos a partir de implantes dentérios, e de que essa mesma populacdo compde um
cenario de saude geral clinicamente comprometido [29-31], considerando o tratamento da
osteoporose com o uso de bifosfonatos, associado ao estilo de vida a partir dos habitos
alimentares e suas interferéncias na condi¢édo sistémica do individuo, estudos pré-clinicos que

possam mimetizar essa situacdo devem caracterizar tanto os beneficios quanto os prejuizos
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durante o reparo 6sseo peri-implantar nesse modelo, uma vez que faz-se necessario o estudo
da longevidade desses implantes para posteriores aplicacdes de cargas protéticas [21, 32].

O modelo animal OV X (rata submetida a ovariectomia) ja é consolidado na literatura
como um indutor da osteopenia e osteoporose por meio da deficiéncia de estrégeno que se
estabelece apo6s a remocao dos ovérios [33]. Em adicdo, a instalacdo de implantes em maxila
de ratos Wistar demonstra ser um modelo experimental interessante para o estudo da
osseointegracdo em ratas ovariectomizadas, proporcionando resultados e aspectos mais
préximos dos eventos que ocorrem durante o processo de reparo em humanos [34-36].

Modelos de dietas hipercaléricas manipuladas visam mimetizar os padrdes de ma
nutricdo humana para caracterizagcdo das consequéncias e propostas reversivas decorrentes
dessa situacdo. A dieta de cafeteria € um modelo experimental proposto para estudar a
obesidade e sindrome metabdlica que consiste em associar a ra¢do comercial do animal as
comidas humanas altamente palataveis, caldricas e ndo saudaveis, simulando parte dos
habitos alimentares das pessoas dos paises ocidentais [37,38]. Em ratos, a dieta de cafeteria
promove o0 aumento de peso, hiperfagia, quadro pré-diabético, resisténcia periférica a
insulina, aumento dos niveis de leptina, colesterol total e triacilglicerdis séricos, além de
inflamacdo dos tecidos adiposo e hepatico [1,37,39-42].

Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi de avaliar e caracterizar 0 processo
de reparo Gsseo peri-implantar em maxilas de ratas ovariectomizadas que apresentavam
sindrome metabolica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com risedronato de sodio e
instalacdo de implantes funcionalizados com um agente doador de éxido nitrico (TERPY) em

sua superficie.
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5 CONCLUSAO

Com base nas andlises in vivo, pode-se concluir que a TERPY é uma biomolécula que
estimula a precipitacdo mineral de forma positiva sobre o reparo peri-implantar quando
comparada a superficie convencional e, frente a deficiéncia de estrégeno, age sinergicamente
ao risedronato de sodio, inibindo seus efeitos sobre o metabolismo dsseo e favorecendo a

osseointegracdo de implantes instalados em animais comprometidos sistemicamente.
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