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Batista FRS. Caracterização do tecido ósseo peri-implantar frente ao uso do óxido nítrico para 

funcionalização da superfície de implantes instalados na maxila de ratas induzidas a 

deficiência de estrógeno e síndrome metabólica tratadas com risedronato de sódio [tese]. 

Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2021. 

RESUMO 

Objetivo: caracterizar o processo de reparo ósseo peri-implantar em maxilas de ratas 

ovariectomizadas com síndrome metabólica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com 

risedronato e instalação de implantes funcionalizados com [Ru(terpy)(bdq)NO]
3+

 (TERPY). 

Materiais e métodos: os testes in vitro realizados na Fase 1 avaliou as propriedades biológicas 

e físico-químicas da melhor concentração da TERPY frente às respostas osteogênicas, para a 

funcionalização dos implantes pela técnica de LbL. A realização de experimentos in vivo na 

Fase 2 avaliou o efeito da superfície funcionalizada durante o reparo ósseo peri-implantar. 

Para isso, 48 ratas Wistar foram divididas em: SHAM CONV (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 à cirurgia fictícia (SHAM) e à cirurgia de 

ovariectomia bilateral (OVX); após a recuperação da cirurgia, os animais receberam a dieta de 

cafeteria (SM). Passados 30 dias (t=30), o tratamento medicamentoso com risedronato de 

sódio (0,7 mg/kg/semana) (RIS) ou solução salina (0,3 ml), via gavagem, foi iniciado e 

realizado até o momento da eutanásia. Sessenta dias após o início do tratamento 

medicamentoso (t=90), a cirurgia de exodontia do primeiro molar superior foi realizada junto 

à instalação imediata dos implantes de forma bilateral (CONV ou TERPY). Quatorze dias 

após a cirurgia de instalação dos implantes (t=104), todos os grupos experimentais receberam 

a injeção intramuscular do fluorocromo calceína (20 mg/kg) e após 10 dias (t=114), do 

fluorocromo vermelho de alizarina (25 mg/kg). Aos 28 dias pós-operatórios (dia da eutanásia, 

t=118), os animais foram anestesiados e, nas maxilas do lado direito, os implantes foram 

submetidos ao torque reverso e imediatamente após a remoção dos implantes, foi realizada a 

coleta do tecido ósseo para análise de PCR tempo real para avaliação da expressão relativa de 

ALP, iBSP, OCN, OPG, RANKL, TRAP e VEGF, seguido da eutanásia dos animais; as 

maxilas do lado esquerdo foram coletadas para a análise de Micro-CT (BV/TV, Tb.Th, Tb.N, 

Tb.Sp e i.S) e, após o escaneamento, as mesmas passaram pelo processamento para análise da 

dinâmica óssea por fluorocromos (MAR e ELCOI). Os dados foram submetidos à análise 

estatística, com o nível de significância de 5% (p<0,05). Resultados: Fase 1: poucas 

diferenças foram observadas entre as duas concentrações avaliadas e assim, a menor 



 

 

concentração do fármaco foi selecionada (10µM). Fase 2: os implantes funcionalizados com a 

TERPY apresentaram os maiores valores absolutos de torque de remoção para todos os 

grupos e com diferença estatística para OVX SM TERPY (p=0,0402). A associação sistêmica 

entre o risedronato e a TERPY em ratas ovariectomizadas (OVX SM RIS TERPY) 

demonstrou expressão aumentada para iBSP e equilíbrio entre OPG e RANKL, corroborando 

com os dados obtidos para MAR (p=0,0052) e com os parâmetros de BV/TV, Tb.Th e i.S da 

análise microtomográfica para esse mesmo grupo. Conclusão: o desempenho clínico dos 

implantes funcionalizados com TERPY foi favorável, e, quando associado à administração 

sistêmica de risedronato de sódio, os resultados se tornam mais promissores. 

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

Osseointegração. Óxido nítrico. 

  



 

 

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]. Araçatuba: 

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 CONV (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, Tb.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 (10µM). 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, Tb.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 INTRODUÇÃO 

 

O aumento do risco de alterações patológicas provocadas pela senilidade é 

intensificado pela perda da homeostasia do organismo em função das complexas 

transformações nos eixos hormonais reguladores do metabolismo, como a diminuição da 

secreção hormonal e perda de sensibilidade dos tecidos a estes [1-3].  

O estrogênio desempenha influência sobre o turnover ósseo a partir da regulação 

direta sobre a proliferação de osteoblastos e inibição de osteoclastos [4,5]. No período pós-

menopausa, o declínio dos níveis desse hormônio leva à deformação dessa dinâmica a partir 

do aumento da atividade osteoclástica, excedendo os níveis normais de reabsorção e como 

consequência, a acelerada perda de massa óssea e aumento do risco de fraturas [4-9]. Ainda, a 

deficiência de estrógenos pode levar à disfunção das células ß-pancreáticas, resistência à 

insulina, excesso de gordura no fígado, aterosclerose, aumento do colesterol total e da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), intensificando assim alterações patológicas já 

oriundas da senilidade, como as doenças cardiovasculares, o risco de obesidade, ao 

desenvolvimento de diabetes tipo 2 e da síndrome metabólica [1,10,11].  

A síndrome metabólica engloba diferentes tipos de anormalidades associadas como a 

hipertensão, altos níveis de triacilgliceróis, baixos níveis de HDL, resistência à insulina, 

disfunções no metabolismo da glicose e estado pró-inflamatório [10,12], sendo a obesidade 

considerada uma das principais razões para o seu desenvolvimento [13,14]. Essa combinação 

de fatores compõe uma série de efeitos independentes sobre o metabolismo ósseo e que pode 

estar relacionada ao desenvolvimento da osteoporose em mulheres na pós-menopausa, uma 

vez que a privação de estrogênio também aumenta a probabilidade de desenvolvimento dessa 

disfunção a partir do aumento da gordura visceral, ganho de peso e resistência à insulina [15].  

O padrão ouro para o tratamento da osteoporose é realizado a partir da administração 

de bifosfonatos, sendo o alendronato e o risedronato de sódio os antirreabsortivos orais de 

primeira escolha [16] em razão da meia vida longa e capacidade de permanência em seus 

respectivos sítios de ligação pelo período de meses a anos [17]. O risedronato é um composto 

piridilo da terceira geração [18] que contém nitrogênio em sua estrutura química, 

enquadrando-se como um bifosfonato nitrogenado, apresentando maior potência clínica e 

melhor afinidade de ligação ao tecido ósseo [19], ainda que a literatura sustente redução da 

formação de vasos sanguíneos em resposta ao ácido zoledrônico, demonstrando que além da 

atividade antirreabsortiva, os bifosfonatos nitrogenados possuem propriedades 

antiangiogênicas [20]. Dado que a osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos é 
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a complicação frequentemente associada ao uso dos bifosfonatos, classicamente considerada 

como uma necrose avascular por uma interrupção no fornecimento sanguíneo, a inibição da 

angiogênese é uma hipótese principal na fisiopatologia dessa complicação [21], além da 

supressão da remodelação óssea por inibição de osteoclastos acompanhada de esclerose óssea, 

isquemia, microtrauma constante e efeitos citotóxicos celulares [19,21].  

Muitos mediadores químicos estão envolvidos no processo de reparo e cura de feridas 

a partir da inflamação, formação de tecido e remodelação. O mesmo transcorre durante o 

processo do reparo ósseo peri-implantar a partir do turnover ósseo, que também requer o 

envolvimento de mediadores solúveis, matriz extracelular e de células sanguíneas e 

parenquimatosas [22]. O óxido nítrico (NO) é uma molécula de sinalização produzida em 

resposta a diferentes estímulos, que atua como um mediador primário no aumento da massa 

óssea através da estimulação mecânica, inibindo a osteoclasia [23] e ainda, estudos in vitro 

apontam que o NO parece desempenhar um papel regulador autócrino e parácrino no 

metabolismo ósseo, a partir da modulação da atividade de osteoblastos, aumentando a 

proliferação osteoblástica e a síntese de osteocalcina, favorecendo a formação inicial da 

matriz  mineral óssea [24,25]. 

O agente [Ru (terpy) (bdq) NO] 
3+ 

(TERPY) é um complexo de rutênio doador de 

óxido nítrico que aumenta a produção desse mediador pelas células endoteliais [26,27]. 

Estudos afirmam que o aporte sanguíneo é um fator crítico para a cura de fraturas e, 

considerando o papel do NO na angiogênese e na vasodilatação, esses dados fundamentam a 

influência desse mediador durante a cicatrização óssea através da inibição da apoptose de 

células endoteliais e por ação direta na produção do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) [22]. Ademais, dados pré-clínicos contribuem quanto ao papel do NO na biologia 

óssea e sugerem que substâncias doadoras de NO podem prevenir a perda óssea em mulheres 

pós-menopáusicas [28], além dos estudos pilotos em humanos que apoiam o conceito do uso 

desses doadores para prevenir a perda óssea, assim como a administração de NO exógeno 

[24].   

Em vista da grande demanda pela classe idosa em busca de tratamentos reabilitadores 

e estéticos a partir de implantes dentários, e de que essa mesma população compõe um 

cenário de saúde geral clinicamente comprometido [29-31], considerando o tratamento da 

osteoporose com o uso de bifosfonatos, associado ao estilo de vida a partir dos hábitos 

alimentares e suas interferências na condição sistêmica do indivíduo, estudos pré-clínicos que 

possam mimetizar essa situação devem caracterizar tanto os benefícios quanto os prejuízos 
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durante o reparo ósseo peri-implantar nesse modelo, uma vez que faz-se necessário o estudo 

da  longevidade desses implantes para posteriores aplicações de cargas protéticas [21, 32].  

O modelo animal OVX (rata submetida à ovariectomia) já é consolidado na literatura 

como um indutor da osteopenia e osteoporose por meio da deficiência de estrógeno que se 

estabelece após a remoção dos ovários [33]. Em adição, a instalação de implantes em maxila 

de ratos Wistar demonstra ser um modelo experimental interessante para o estudo da 

osseointegração em ratas ovariectomizadas, proporcionando resultados e aspectos mais 

próximos dos eventos que ocorrem durante o processo de reparo em humanos [34-36]. 

Modelos de dietas hipercalóricas manipuladas visam mimetizar os padrões de má 

nutrição humana para caracterização das consequências e propostas reversivas decorrentes 

dessa situação. A dieta de cafeteria é um modelo experimental proposto para estudar a 

obesidade e síndrome metabólica que consiste em associar a ração comercial do animal às 

comidas humanas altamente palatáveis, calóricas e não saudáveis, simulando parte dos 

hábitos alimentares das pessoas dos países ocidentais [37,38]. Em ratos, a dieta de cafeteria 

promove o aumento de peso, hiperfagia, quadro pré-diabético, resistência periférica à 

insulina, aumento dos níveis de leptina, colesterol total e triacilgliceróis séricos, além de 

inflamação dos tecidos adiposo e hepático [1,37,39-42]. 

Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi de avaliar e caracterizar o processo 

de reparo ósseo peri-implantar em maxilas de ratas ovariectomizadas que apresentavam 

síndrome metabólica induzida por dieta de cafeteria, tratadas com risedronato de sódio e 

instalação de implantes funcionalizados com um agente doador de óxido nítrico (TERPY) em 

sua superfície. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

69 

5 CONCLUSÃO 

Com base nas análises in vivo, pode-se concluir que a TERPY é uma biomolécula que 

estimula a precipitação mineral de forma positiva sobre o reparo peri-implantar quando 

comparada à superfície convencional e, frente à deficiência de estrógeno, age sinergicamente 

ao risedronato de sódio, inibindo seus efeitos sobre o metabolismo ósseo e favorecendo a 

osseointegração de implantes instalados em animais comprometidos sistemicamente.   
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