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PALIN, L. P. Reparo periimplantar em ratos diabéticos tipo 2, tratados pela
combinacdo da terapia fotodinamica antimicrobiana e compostos polifendis.
Caracterizacdo biomecénica, histométrica, microtomografica e molecular. 2021.
85 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.
RESUMO

Caracterizar as respostas reparacionais do tecido ésseo apds a instalacdo de
implantes em ratos diabéticos tipo 2 tratados sistemicamente com resveratrol e com o
uso local da aPDT, por meio das analises biomecanica e molecular. Foram utilizados
128 ratos divididos em quatro grandes grupos: 1- NG: ratos normoglicémicos; 2-
NGrvt: ratos normoglicémicos tratados com resveratrol oral; 3- T2D: ratos diabéticos
tipo 2; e 4- T2Drvt: ratos diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol oral. Dentro de
cada grupo existem quatro subgrupos: ST- Sem terapia local (n=8), a loja cirargica
nao recebeu terapia local adicional; AM- Azul de metileno (n=8), aplicacéo topica de
azul de metileno por 60 segundos; FBM- fotobiomodulacéo (n=8), irradiacdo com laser
em baixa intensidade por 60 segundos; aPDT- Terapia fotodinamica antimicrobiana
(n=8), associacdo da aplicacdo de azul de metileno com irradiacdo com laser em baixa
intensidade. A inducao do T2D foi feita pela associacéo de dieta de cafeteria com uma
Unica aplicacéo de Estreptozotocina (35mg.kg). Ap6s a comprovacao do diabetes tipo
2, foi dado inicio ao tratamento com resveratrol e passadas duas semanas 0s animais
foram submetidos a cirurgia de exodontia dos primeiros molares superiores e
instalacdo dos implantes. Neste momento foram realizadas as terapias locais de
acordo com os grupos. Passados 28 dias, foi realizada a eutanasiados animais e
realizadas as andlises biomecéanica (torque de remoc¢do) e molecular de RT-PCR
(IBSP, OCN, TRAP OPG e RANK-L). Os dados quantitativos foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro Wilk para confirmar a distribuicdo normal das amostras.
Na sequéncia, foram aplicados os testes de ANOVA um fator ou dois fatores, seguidos
de pos teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os resultados da analise
biomecanica revelaram que em animais normoglicémicos tratados ou nao por
resveratrol tiveram uma diminuicdo do torque de remocdo dos implantes quando
empregado o uso de terapias locais. A presenca da interferéncia sistémica e o uso de
terapias locais auxiliaram no aumento nos valores de contra-torque, especialmente no

grupo T2Drvt com o uso da aPDT. A analise molecular de RT-PCT aos 28 dias sugere



gue no grupo NG a expressao de IBSP foi semelhante com a presenca ou nao das
terapias locais, entretanto houve uma diminuicdo dos genes de OCN e um aumento
de TRAP com o uso das terapias. Em NGrvt, houve um aumento na expresséao de
IBSP na auséncia de terapias locais, uma diminuicdo de OCN e TRAP quando
utilizadas as terapias e um aumento expressivo de OPG com auséncia de RANK-L
com 0 uso sistémico de resveratrol sem tratamentos locais. O grupo T2D expressou
um aumento de IBSP com o uso da terapia de FBM e a terapia com aPDT elevou a
expresséo de OCN e diminuiu TRAP e RANK-L. O uso de resveratrol em T2Drvt e sua
associacdo com a aPDT aumentaram a expressao de IBSP e OCN, e além disso
diminuiram a expressdo de TRAP e RANK-L. A analise conjunta dos resultados
permite-nos concluir que o uso sistémico de resveratrol e a sua associagdo com a
aPDT promoveram uma melhora no reparo periimplantar de ratos diabéticos tipo 2,
aumentando a expressao de genes relacionados a mineralizacdo da matriz 6ssea e
diminuindo a expressao de genes relacionados a reabsorcdo 6ssea que resultaram

em uma melhora da biomecéanica 6ssea.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Dieta hiperlipidica. Fotoquimioterapia. Polifendis.

Implantes dentarios.






PALIN, L. P. Periimplant bone repair in type 2 diabetics rats treated with the
combination of antimicrobial photodynamic therapy and polyphenol
compounds. Biomechanical, histometric, microtomographic and molecular
characterization. 2021. 85 f. Master’'s Degree (Dissertation in Dentistry) — Dental

School, Sdo Paulo State University, Aracatuba, 2021.
ABSTRACT

The aim of this study is to characterize bone tissue repair responses after the
installation of implants in type 2 diabetic rats treated systemically with resveratrol and
with local use of aPDT, through biomechanical and molecular analysis. One hundred
and twenty-eight rats were used, divided into four groups: 1- NG: normoglycemic rats;
2- NGrvt: normoglycemic rats treated with oral resveratrol; 3- T2D: type 2 diabetic rats;
and 4- T2Drvt: type 2 diabetic rats treated with oral resveratrol. Within each group, are
four subgroups: ST- No local therapy (n=8), the surgical store received no additional
local therapy; MB- Methylene blue (n=8), topical application of methylene blue for 60
seconds; FBM- Photobiomodulation (n=8), low intensity laser irradiation for 60
seconds; aPDT- Antimicrobial photodynamic therapy (n=8), association of methylene
blue application with low intensity laser irradiation. T2D induction was made by the
association of cafeteria diet with a single application of Streptozotocin (35mg.kg). After
type 2 diabetes confirmation, resveratrol treatment was started and after two weeks
the animals were submitted to upper first molars extraction and implants installation.
At this moment the local therapies were performed according to the groups. After 28
days, the animals were euthanized and the biomechanical (removal torque) and
molecular analysis of RT-PCR (IBSP, OCN, TRAP OPG and RANK-L) were
performed. The quantitative data were submitted to the Shapiro Wilk normality test to
confirm the normal distribution of the samples. In the sequence, the ANOVA tests were
applied one or two factors, followed by Tukey's post-test, with a significance level of
5%. The results of biomechanical analysis showed that in normoglycemic animals
treated or not by resveratrol had a decrease in the implants removal torque when local
therapies were applied. The presence of systemic interference and the use of local
therapies helped to increase biomechanical values, especially in the T2Drvt group with
the use of aPDT. The molecular analysis of RT-PCT at 28 days suggests that in the
NG group the expression of IBSP was similar with the presence or not of local
therapies, however there was a decrease in OCN genes and an increase in TRAP with



the use of therapies. In NGrvt, there was an increase in IBSP expression in the
absence of local therapies, a decrease in OCN and TRAP when using therapies and a
significant increase in OPG without RANK-L with the systemic use of resveratrol
without local treatments. T2D group expressed an increase of IBSP with the use of
PBM therapy, aPDT raised the expression of OCN and decreased TRAP and RANK-
L. The use of resveratrol on T2Drvt and its association with aPDT increased the
expression of IBSP and OCN, and also decreased TRAP and RANK-L expression. The
overall analysis of the results allows us to conclude that the systemic use of resveratrol
and its association with aPDT promoted an improvement in periimplant repair of type
2 diabetic rats, increasing the expression of genes related to bone matrix
mineralization and decreasing the expression of genes related to bone resorption that

resulted in an improvement of bone biomechanics.

Keywords: Diabetes mellitus. Diet, high-fat. Photochemotherapy. Polyphenols. Dental

implants.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes é uma doenca crénica que pode ser classificada em Diabetes tipo
1, Diabetes tipo 2 ou Diabetes Gestacional.! Em suma, ocorre quando o pancreas ndo
€ capaz de produzir insulina em quantidade suficiente, ou quando o corpo nédo pode
usar a insulina produzida de forma eficaz, levando a uma hiperglicemia.® O Diabetes
tipo 2 (T2D) afeta de 90% a 95% dos pacientes diabéticos,! tendo como fator
predisponente um estilo de vida ndo saudavel com alimentos ricos em agucar, gordura
e sodio em combinacdo com falta de atividade fisica.?® A resisténcia a insulina
induzida pela obesidade esta geralmente ligada a outros transtornos como inflamacao,
esteatose hepatica e estresse oxidativo,? e frequentemente acompanhada de

dislipidemia, hipertenséo arterial e disfuncdo endotelial.*

Além dos medicamentos de rotina para o tratamento do diabetes tipo 2,
compostos fitoterapicos como o resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxystilbene) tém sido
uma escolha amplamente aceita para auxiliar no tratamento da condi¢édo, pois previne
a intolerancia a glicose e tem um poderoso efeito anti-inflamatério.>’ Este polifenol é
tipicamente encontrado em casca de uva roxa, em vinhos e algumas outras plantas.’
Como alguns hipoglicemiantes,®1° o resveratrol também é benéfico para o tecido
6sseo, prevenindo a perda éssea, ajudando na reparacdo 6ssea poés-cirtrgica®0 e
promovendo a osteoblastogénese além de potencializar a acdo dos receptores de

vitamina D, que sdo diretamente relacionados ao metabolismo do célcio.>”’

Associado a condicdo sistémica, complicacdes odontolégicas como doenca
periodontal, perda éssea, perda de dentes e outros tipos de infeccbes que
desencadeiam uma série de transtornos para o dentista,'* como a perda de implantes
devido a maior tendéncia de infeccGes que atrasam a reparacdo tecidual,*1?
proliferacédo celular®'4 e metabolismo de colageno.'*'> O uso de terapias locais
associadas ao tratamento reabilitador de pacientes diabéticos vem sendo uma
alternativa para melhorar e acelerar o processo pOs operatério em diversos

procedimentos odontoldgicos.16-20

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), que consiste na associacao de
um agente fotossensibilizador (FS) em associacdo com uma fonte de luz, que pode
ser um laser de baixa poténcia®-'® tem se mostrado muito promissor para o tratamento

de varias complicacBes dentérias, exercendo efeitos positivos nos niveis molecular,
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celular e tecidual.'®'® O azul de metileno (AM), como PS, exerce efeitos
antimicrobianos de amplo espectro, além de ser facilmente absorvido pelos tecidos e
absorver a luz no comprimento de onda da faixa do visivel vermelho.*-?3 A aPDT pode
favorecer a reparacdo Ossea por se tratar de tratamento eficaz para controle de
infeccdes,?° acelerando o processo de reparacéo tecidual e minimizando sintomas
indesejaveis e complicacdes pos-operatdrias que podem estar relacionados também

ao efeito da terapia de fotobiomodulacéo utilizando laser de baixa poténcia.?+27

Estudos anteriores mostraram que o diabetes tipo 2 influencia no aumento da
resposta inflamatoéria pos-exodontica, resultando em um prejuizo da maturacdo de
fibras colagenas e atrasando o processo de mineralizacdo alveolar'?. Este fato teria
grande impacto para processos reabilitadores com implantes dentais, tendo em vista
o comprometimento causado no leito receptor destes implantes. Vale ressaltar que
neste estudo foi proposto um modelo de instalacdo de implantes na maxila de ratos,
com o intuito de avaliar o efeito do diabetes tipo 2, e qual a possivel melhora deste
quadro frente a acdo do resveratrol e de terapias locais, como a aPDT, sobre 0S 0Ss0s
maxilares, tendo em vista que existem poucos estudos relatando suas acfes sobre o

metabolismo ésseo peri-implantar.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho consiste em caracterizar as respostas reparacionais
do tecido 6sseo apds a instalacdo de implantes em ratos diabéticos tipo 2 tratados
sistemicamente com resveratrol e com o uso local da aPDT, por meio das anélises

biomecanica e molecular.
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3 METODOLOGIA

3.1 Grupos Experimentais

O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontoldgica de Aracatuba, sob o nimero 00153-2019 (em 15 de
fevereiro de 2019), e foram seguidas as diretrizes N3CR de Pesquisa em Animais para
a Relacdo de Experiéncias In Vivo (ARRIVE).?® Cento e vinte oito ratos machos
(Rattus norvegicus albinus) com 3 meses de idade e pesando 250 g foram divididos
em quatro grupos (n = 32 por grupo): 1- NG: ratos normoglicémicos; 2- NGrvt: ratos
normoglicémicos tratados com resveratrol oral; 3- T2D: ratos diabéticos tipo 2; e 4-

T2Drvt: ratos diabéticos tipo 2 tratados com resveratrol oral. (Tabela 1)

Cada grupo experimental foi dividido em quatro subgrupos de acordo com a
terapia realizada na loja cirtrgica antes da instalacdo dos implantes: ST- Sem terapia
local (n=8), a loja cirurgica ndo recebeu terapia local adicional; AM- Azul de metileno
(n=8), aplicacéo tépica de azul de metileno por 60 segundos; FBM- fotobiomodulacao
(n=8), irradiacdo com laser em baixa intensidade por 60 segundos; aPDT- Terapia
fotodinamica antimicrobiana (n=8), associacdo da aplicacdo de azul de metileno com
a irradiacdo com laser em baixa intensidade. A separacdo dos animais foi feita de
maneira aleatéria pelo software Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, WA,
EUA), através de identificacdes numéricas, respeitando a taxa de alocacéo 1:1 para

cada grupo. (Tabela 1)
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TABELA 1 - Grupos Experimentais

GRUPOS SUBGRUPOS
ST (n=8)
NG AM (n = 8)
(n=32) FBM (n = 8)
aPDT (n=8)
ST (n=8)
NGrvt AM (n = 8)
(n=32) FBM (n = 8)
aPDT (n=8)
ST (n=8)
T2D AM (n = 8)
(n=32) FBM (n = 8)
aPDT (n=8)
ST (n=8)
T2Drvt AM (n = 8)
(n=32) FBM (n = 8)
aPDT (n=8)

TOTAL =128 ratos

Grupos e subgrupos experimentais totalizam um n = 128 ratos.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Os animais foram mantidos em gaiolas em um ambiente de temperatura estavel

(22 °C = 2 °C, ciclo de controle de luz 12 h claro, 12 h escuro), dieta balanceada

(NUVILAB, Parana, Brasil, 1,4% Ca e 0,8% P + agua ad libitum). Ap6s uma semana,

0s animais dos grupos T2D e T2Drvt foram alimentados por dieta de cafeteria, agua

com agucar e agua ad libitum. Os animais NG e NGrvt seguiram com a dieta
balanceada (NUVILAB, Parana, Brasil, 1,4% Ca e 0,8% P + agua ad libitum). Os

animais foram submetidos a eutanasia com 28 dias apos a cirurgia de instalacdo dos

implantes.
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3.2 Inducao do Diabetes Tipo 2

Os animais T2D e T2Drvt foram alimentados por dieta de cafeteria®®1?
contendo alto teor de acucares, gorduras e sodio promovendo resisténcia a insulina,
obesidade e sindrome metabdlica em ratos. Para cada animal foi pesado diariamente
uma quantidade de 30 g de alimento, com bolachas recheadas, bolachas de wafer,
salgadinho de milho e uma garrafa de agua com uma concentracdo de 12% de
sacarose.’? Os animais NG e NGrvt foram alimentados com racdo convencional

durante todo o experimento. (Tabela 2)

TABELA 2 - Dieta de cafeteria

QUANTIDADE (POR

ALIMENTOS
RATO)
Bolacha Recheada 30 g diariamente
Bolacha Wafer 30 g diariamente
Salgadinho de milho 30 g diariamente
Agua + Acucar (12%) 50 mL diariamente

Alimentos que compde a dieta de cafeteria para os animais T2D e T2Drvt.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

ApoOs trés semanas de dieta de cafeteria (dia 21), os animais T2D e T2Drvt
foram anestesiados por infiltracdo intramuscular de cloridrato de xilazina (Dopaser®-
Laborat6rios Calier do Brasil Ltda., Osasco, Brasil) e cloridrato de ketamina (Vetaset®-
Fort Dodge Animal Health Ltda., Campinas, Brasil) na dosagem indicada pelo
fabricante. Foi realizada antissepsia da regido escrotal com alcool 70% e através da
veia peniana, foi injetada estreptozotocina (Sigma®©, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha e/ou suas afiliadas) em dose baixa (35 mg/kg), dissolvida em solucédo de
citrato de sédio 0,1 M, pH = 4,52, Os animais NG e NGrvt receberam somente o citrato

de sédio através da veia peniana. (Figura 1)

A STZ tem uma agao toxica para as células B-pancreatica, pois a droga se liga
a estas células e as degrada. Por ser aplicada em baixa dose, diferente do que

acontece nos modelos experimentais de diabetes tipo 1, ocorre disfungéo parcial das
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células B, assim, o0 organismo dos animais ainda ter4 a capacidade de produzir

insulina (mesmo que néo de forma ideal).

FIGURA 1 - Aplicacao de estreptozotocina

F o

‘\\.

Aplicacdo Unica de STZ (35 mg/kg) através da veia peniana dos animais T2D e T2Drvt.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

A confirmacéo do diabetes foi feita uma semana ap6s a inducdo do diabetes
tipo 2 (dia 28), seguindo o critério de concentracdo de glicose maior que 198 mg/dL

ap6s 120 min de ingestéo oral de solugcdo com concentracdo de 12% de sacarose.!?

3.3 Tratamento Medicamentoso com Resveratrol

Apos a confirmacdo do diabetes tipo 2 seguindo os critérios citados
anteriormente, foi dado inicio ao tratamento com resveratrol aos animais dos grupos
NGrvt e T2Drvt. Os animais receberam por meio de gavagem oral resveratrol (100
mg/kg/dia) dissolvido em DMSO.?° Os animais pertencentes aos grupos NG e T2D

receberam apenas o veiculo para passarem pelo mesmo stress.

3.4 Exodontia dos Primeiros Molares Superiores

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao

procedimento cirurgico, sedados e receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg,
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Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local

e para hemostasia do campo operatorio.

Ap6s a sedacgdo, os animais foram posicionados na mesa cirurgica
confeccionada especialmente para procedimentos cirdrgicos em roedores,
favorecendo a manutencdo da cavidade bucal aberta e proporcionando um
posicionamento adequado para o procedimento de exodontia. A antissepsia extraoral
foi feita com Polivinilpirrolidona lodo Tépico (PVPI 10%, Riodeine Topico, Rioquimica,
Sé&o José do Rio Preto) e a intraoral com Periogard® (Colgate-Palmolive Company,

Nova lorque, Nova York, EUA).

A exodontia dos primeiros molares superiores foi realizada com o auxilio de um
esculpidor Hollenbeck n° 3S (Quinelato, Rio Claro — SP), para a realizacdo da diérese,
sindesmotomia, em seguida a luxacéo do primeiro molar superior utilizando o principio
de uso em forma de cunha e alavanca, para em seguida realizar a elevacdo do

elemento dentério e sua exodontia. (Figura 2)

FIGURA 2 - Exodontia dos primeiros molares superiores

J
?\

A: Luxacao do primeiro molar para realiza¢do da exodontia; B: Aspecto clinico do alvéolo dental apds
remoc¢ao do dente; C: Primeiro molar superior.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

3.5 Terapias Locais

Apoés a exodontia, com uma lamina de bisturi niumero 15 (Feather Industries

Ltda, Tokyo, Japéo) foi realizada uma inciséo linear de aproximadamente 0,5 cm de
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comprimento na regido do rebordo alveolar pos exoddntico e a seguir, o tecido mole
foi descolado em espessura total e afastado com o auxilio de um esculpidor

Hollenbeck, expondo o tecido 6sseo para a instalacdo do implante.

Para a instalacdo dos implantes, foi realizada uma fresagem de profundidade
de 2,0 mm com fresa espiral de 1,2 mm de didmetro montada em motor elétrico (BLM
600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigagdo com
solucéo isotdnica de cloreto de sodio a 0,9% (Fisiolégico®, Laboratorios Biosintética
Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com reducéo 20:1 (Peca angular
3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach,
Germany). Os animais do grupo ST ndo receberam nenhum tipo de terapia local,
apenas irrigacdo com soro fisioldgico antes da instalacdo dos implantes (Figura 3). Na
loja cirargica dos animais do grupo AM foi depositado 0,3 mL de azul de metileno (100
Mg/mL, Aphoticario Farmacia de manipulagdo Ltda, Aracatuba, SP, Brasil) por 60
segundos previamente a instalacdo dos implantes (Figura 4). Para os animais do
grupo FBM, foi realizada irradiacdo com laser de baixa poténcia durante 60 segundos
na loja cirdrgica antes da instalacdo dos implantes (Figura 5). Por fim, os animais dos
grupos aPDT receberam na loja cirdrgica a associacdo do AM por 60 segundos (tempo
de pré-irradiacdo) com a irradiacao do laser de baixa poténcia por 60 segundos (Figura
6).

Nos grupos aPDT e FBM foi utilizado o laser de diodo de Indio-Galio-Aluminio-
Fostoro (InGaAlP; 660 nm; Thera Lase®, DMC Equipamentos Ltda®, SP, Brasil) com
0,0283 cm? de area de saida do spot, com 0s seguintes parametros?3: poténcia de 35
mW; modo de operacdo continua; energia de 2,1 J/ponto por 60 s, densidade de
energia de 74,2 J/cmz; intensidade de poténcia de 1,23 W/cm2. A fibra éptica do laser
foi posicionada em um Unico ponto no central, paralelamente ao longo eixo e em

contato com a loja cirdrgica previamente a instalacdo dos implantes.3°
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FIGURA 3 - Aspecto clinico do leito receptor do implante com auséncia de terapia local
(ST)

A: Fresagem com fresa espiral sob irrigacdo de soro fisiologico; B: Leito cirirgico preparado para
instalacdo do implante.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

FIGURA 4 - Aspecto clinico do leito receptor do implante apés aplicagéo tépica de azul
de metileno (AM)

A: Fresagem com fresa espiral sob irrigacao de soro fisiolégico; B: Aplicagdo do azul de metileno por
60 segundos na loja cirtrgica; C: Leito cirdrgico preparado para instalacdo do implante.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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FIGURA 5 - Aspecto clinico do leito receptor do implante apds terapia de FBM com
laser de baixa poténcia (FBM)

A: Fresagem com fresa espiral sob irrigacao de soro fisiologico; B: Irradiagdo com laser de baixa
poténcia por 60 segundos na loja cirdrgica; C: Leito cirdrgico preparado para instalacdo do implante.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

FIGURA 6 - Aspecto clinico do leito receptor do implante apos realizac&o da terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

A: Fresagem com fresa espiral sob irrigacao de soro fisiolégico; B: Aplicacdo do azul de metileno por
60 segundos na loja cirtrgica; C: Irradiacdo com laser de baixa poténcia por 60 segundos na loja
cirargica; D: Leito cirdrgico preparado para instalagéo do implante
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

3.6 Instalacao dos Implantes em Maxila

Apés a realizacdo das terapias na loja cirurgica, foram instalados 256 implantes
de titanio comercialmente puro grau IV baseado no conceito de duplo ataque acido
(Emfils Comércio Produtos Odontoldgicos, Itu, Sao Paulo, Brasil), com diametro de
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1,4 mm e altura de 2,7 mm, esterilizados por raios gama (Figura 7). Cada animal
recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada regido de primeiro molar superior do lado
direito e esquerdo. Para o fechamento dos tecidos (sintese), foi utilizado o fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brasil) com

pontos interrompidos.

FIGURA 7 - Instalagdo dos implantes de titdnio em maxila

A: Instalacdo dos implantes de titdnio com auxilio de chave digital; B: Aspecto clinico do implante
instalado em regido de primeiro molar superior; C: Fechamento dos tecidos moles por pontos
interrompidos com fio de Nylon.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

3.7 Controle Glicémico e de Peso Corporal

Ao inicio do experimento, a glicemia dos animais e o peso corporal foram
avaliados semanalmente com um glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha) e uma balanca digital.*> Os periodos analisados
neste estudo foram: inicio da dieta (dia 0), final de trés semanas de dieta (dia 21),
confirmacé&o de diabetes/inicio do tratamento com resveratrol (dia 28), procedimentos
cirurgicos (da 42) e eutanasia (dia 70).12

Para realizar a avaliacdo glicémica, os animais foram mantidos em jejum
durante 2 h ap6s o consumo da solucao oral contendo glicose (12% de glicose) e uma
pequena amostra de sangue foi retirada da veia caudal dos animais através de uma
pequena perfuracdo, com uma lamina de bisturi nimero 11.12 A amostra de sangue
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foi de uma gota compativel para a leitura do glicosimetro. Os resultados apresentados
sdo a média obtida em cada grupo nos periodos avaliados. Vale destacar que os
animais que nao estivessem apresentando o padréo de glicose sanguinea do grupo
eram descartados do trabalho.

3.8 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 28 dias ap0s a cirurgia de
instalagdo dos implantes. Com as maxilas direitas, foram realizadas as analises de

RT-PCR e biomecanica/contra-torque.

3.9 Anélise Biomecanica (Torque de Remoc&o)

Para a analise biomecénica, os animais foram sedados e as maxilas foram
acessadas para exposicao dos implantes e realizacdo do torque reverso. Um monta-
implante (Emfils Comércio Produtos Odontoldgicos, Itu, S&o Paulo, Brasil) foi
adaptado ao hexagono do implante e o torquimetro digital acoplado ao monta-
implante. Foi aplicado um movimento anti-horario aumentando-se o torque reverso até
a rotacdo do implante no interior do tecido ésseo, rompendo completamente a
interface osso/implante. No momento em que o torquimetro registrou o pico maximo
de torque para esse rompimento, foi anotado o valor em Newton por centimetro

(N.cm).3t

3.10 PCR em Tempo Real

Apos a realizacao do torque reverso, imediatamente foi removido o fragmento
da porcdo O0ssea em contato com o0s implantes com auxilio de uma pinga goiva

preservando este 0sso que estava em contato com as espiras dos implantes.3?

A reacao de cadeia de polimerase em tempo real (PCR) foi realizada com o
objetivo de avaliar a expressdo génica de marcadores relacionados ao processo de
reparo 6sseo ao redor dos implantes. Cada fragmento 6sseo foi cuidadosamente

lavado em PBS e posteriormente congelado em nitrogénio liquido para que o RNA
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total fosse extraido com o reagente Trizol (life Technologies: Invitrogen, Carslbad, CA,
USA) e mantidos em freezer em temperatura de -80°C até o momento da andlise.
Apéds a analise da integridade, pureza e concentracdo do RNA, foi confeccionado o
cDNA utilizando 1ug de RNA através da reacdo de transcriptase reversa (M-MLV
transcriptase reversa: Promega Corporation, Madison, WI, USA). Os cDNAs das
amostras foram pipetados juntamente com o Tagman Fast Advanced Mastermix
(Applied Biosystems) na placa para PCR (96 well fast termal cycling, Life
Biotechnologies) para deteccdo de genes envolvido no processo de reparo 6sseo
(Tagman Gene Expression Assays). Os genes avaliados foram os que codificam

Osteopontina, Osteocalcina, TRAP, Osteoprotegerina e RANK-L.

O PCR em tempo real foi realizado num sistema de deteccéo para PCR em
tempo real Step One Plus (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 50°C (2
minutos), 95°C (10 minutos) e 40 ciclos de 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto),
seguido pela curva de desnaturacdo padrao. A expressao génica relativa foi calculada
em referéncia a expresséo das proteinas ribossémicas mitocondriais e normalizada
pela expressdo génica dos fragmentos Osseos do reparo periimplantar (método

AACT).22 O ensaio foi feito em quadruplicata.

3.11 Analise Estatistica

Os dados de peso corporal, glicémicos, biomecanicos e moleculares obtidos a
partir das analises foram submetidos a analise estatistica pelo software GRaphPad
Prisma 7.01. Ap6s a aplicacdo do teste de homocedasticidade Shapiro Wilk,
confirmada a distribuicdo normal dos dados, estes foram submetidos ao submetidos
ao teste paramétrico de Andlise de Variancia Um Fator ou Dois Fatores, seguido do
Poés teste de Tukey para definir as diferencas observadas entre os grupos avaliados,

sendo estabelecido o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Peso Corporal

Com o decorrer do experimento, os animais NG ganharam em média 100g
enguanto os animais NGrvt obtiveram um ganho médio de 60g. Este fato sugere que
0 uso continuo do resveratrol € um bom aliado para a manutencéo do peso corporal,
evitando o aumento de peso. Os animais T2D tiveram um ganho inicial de peso devido
a dieta de cafeteria, contudo apos a inducéo do diabetes houve perda média de 80g
devido a sua debilitacao sistémica até o final do experimento. Em contrapartida, o uso
sistémico de resveratrol para T2Drvt manteve o peso dos animais mesmo com a
presenca da interferéncia sistémica. O teste estatistico ANOVA Two-Way, comprovou
gue houve diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05) nos pesos ao comparar

a interacdo da condicéo sistémica com os periodos. (Grafico 1 e Tabela 3)

GRAFICO 1 - Média de pesos dos animais ao longo do experimento

Peso Corporal
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Média de peso dos animais por periodo analisado. Inicio do experimento: dia 0; Aplicacdo de STZ: dia
21; Inicio do tratamento com resveratrol: dia 28; Procedimentos cirdrgicos: dia 42; Eutanésia: dia 70.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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TABELA 3 - Valores médios de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt

- _ Inicio do _
Inicio do Aplicacao Procedimentos o
_ tratamento com S Eutanasia
Experimento de STZ Cirargicos
resveratrol

NG 374,5 401,5 415,4 432,3 478,9
NGrvt 341,7 360,5 366,7 376,5 401,2
T2D 4277 501 476,3 4473 419,5

T2Drvt 435,5 493,1 483,9 481,4 517

Pesos dos animais NG, NGrvt, T2D e T2Drvt ao longo do experimento. Valores em gramas.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Inicio da Dieta (dia 0): Houve diferenca estatisticamente (p<0,05) significante
guando comparada a média de peso entre todos 0s grupos experimentais. (Tabela 3

e Grafico 2)

GRAFICO 2 - Comparacdo da média de pesos entre 0s grupos no inicio do experimento
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Média de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no inicio do experimento. Letras
diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Aplicacdo de STZ (dia 21): Os grupos T2D e T2Drvt tiveram um ganho de peso
maior quando comparado aos animais NG e NGrvt, com diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre os grupos. Os animais T2D e T2Drvt ndo apresentaram

diferenca estatistica entre a média de pesos. (Tabela 3 e Grafico 3)

GRAFICO 3 - Comparacio da média pesos entre 0s grupos anteriormente a aplicacéo
de estreptozotocina
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Média de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt ap0s trés semanas de dieta de
cafeteria. Letras diferentes correspondem com diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Confirmacéo do T2D e Inicio do tratamento sistémico (dia 28): Houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) para os valores de massa corporal entre todos

0S grupos experimentais. (Tabela 3 e Grafico 4)



51

GRAFICO 4 - Comparacdo da média de peso entre os grupos no inicio do tratamento
com resveratrol

Tratamento com Resveratrol (dia 28)
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Média de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no inicio do tratamento
medicamentoso com resveratrol. Letras diferentes correspondem a diferenca estatisticamente
significante (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Procedimentos Cirdrgicos (dia 42): Os animais NGrvt apresentaram valores de
peso com diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado aos animais NG, T2D e
T2Drvt. (Tabela 3 e Grafico 5)
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GRAFICO 5 - Comparacéo damédia de pesos entre os grupos no dia dos procedimentos
cirargicos

Procedimentos Cirdrgicos (dia 42)
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Média de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no dia dos procedimentos
cirdrgicos. Letras diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Eutanasia (dia 70): Ao final do experimento, houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) ao comparar o peso dos animais NGrvt com NG e T2Drvt, e ao
comparar T2D com T2Drvt. (Tabela 3 e Gréfico 6)

GRAFICO 6 - Comparacdo da média de pesos entre os grupos no dia da eutanasia
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Média de peso dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no dia da eutanésia. Letras
diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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4.2 Glicemia

Na comparacédo entre 0s grupos, observou-se que a dieta de cafeteria eleva 0s
niveis de glicose circulante superiores a 100 mg/dL nas semanas iniciais do
experimento, levando a um quadro se resisténcia insulinica dos animais T2D e T2Drvt.
A associacao da aplicagédo de STZ leva a progressao no quadro de diabetes tipo 2,
resultando no aumento dos valores de glicose que possibilita o diagnostico de
diabetes nos animais. Além disso, 0 uso do resveratrol sistémico se mostrou eficaz
em auxiliar no tratamento do diabetes tipo 2, diminuindo os niveis de glicose
sanguinea e realizando a manutencéo glicémica em ratos normoglicémicos. A analise
estatistica com o teste ANOVA Two-Way mostrou que houve interacdo entre a
condicdo sistémica dos animais com os periodos analisados, apresentando diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05) entre a glicemia dos animais com o decorrer
do experimento. (Tabela 4 e Grafico 7)

GRAFICO 7 - Média de glicose sanguinea dos animais ao longo do experimento
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Média de glicose sanguinea dos animais por periodo analisado. Inicio do experimento: dia 0;
Aplicacdo de STZ: dia 21; Inicio do tratamento com resveratrol: dia 28; Procedimentos cirdrgicos: dia
42; Eutanésia: dia 70.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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TABELA 4 - Valores médios de glicose sanguinea dos animais dos grupos NG, NGrvt,
T2D e T2Drvt

. o Inicio do .
Inicio do Aplicacéo Procedimentos o
, tratamento com o Eutanasia
Experimento  de STZ Cirargicos
resveratrol
NG 75,7 92,7 88,5 77,7 97,3
NGrvt 85,5 79,75 102,8 95,75 90,25
12D 98,3 1255 384,8 366,6 4122
T2Drvt 95,25 127,9 370,9 318,8 227,9

Glicemia dos animais NG, NGrvt, T2D e T2Drvt ao longo do experimento. Valores em mg/dL.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Inicio da Dieta (dia 0): No periodo inicial do experimento, todos os animais
apresentavam-se normoglicémicos com valores de glicose circulante menores que
100 mg/dL. Todos os grupos apresentaram diferenga estatisticamente significante

(p<0,05) quando comparados. (Tabela 4 e Grafico 8)

GRAFICO 8 - Comparacéo glicémica dos grupos ao inicio do experimento
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Glicemia dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no inicio do experimento. Letras
diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Aplicacdo de STZ (dia 21): Os animais NG e NGrvt mantiveram as médias de
glicose circulante comparado ao periodo inicial. Houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) na comparacéo glicémica de T2D e T2Drvt aos grupos NG e
NGrvt. (Tabela 4 e Gréfico 9)

GRAFICO 9 - Comparacdo glicémica dos grupos no dia da aplicacdo de
estreptozotocina
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Glicemia dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no dia da indugéo do diabetes tipo 2.
Letras diferentes correspondem a diferencga estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Confirmacédo do T2D e Inicio do tratamento sistémico (dia 28): Foi possivel
observar que novamente os animais NG e NGrvt mantiveram o padrdo de nivel de
glicose circulante, sem diferenca estatisticamente significante. Os animais T2D e
T2Drvt apresentaram um aumento significativo de seus valores glicémicos, com

diferenca estatisticamente significante (p<0,05) aos grupos NG e NGrvt. (Tabela 4 e
Grafico 10)
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GRAFICO 10 - Comparacdo glicémica dos grupos no inicio do tratamento com
resveratrol
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Glicemia dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no inicio do tratamento com resveratrol.
Letras diferentes correspondem a diferencga estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Procedimentos Cirargicos (dia 42): O grupo T2Drvt apresentou diminuicdo dos
niveis de glicose, com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) aos grupos
T2D, NG e NGrvt. Novamente 0s animais normoglicémicos nao apresentaram

diferenca estatistica entre seus valores de glicemia. (Tabela 4 e Gréafico 11)

GRAFICO 11 - Comparac&o glicémica dos grupos no dia dos procedimentos cirtrgicos
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Glicemia dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no dia dos procedimentos cirurgicos.
Letras diferentes correspondem a diferencga estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Eutanasia (dia 70): Ao final do experimento, o uso diario de resveratrol
continuou diminuindo os padrbes de glicemia do grupo tratado com diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) aos grupos T2D, NG e NGrvt. Os animais
normoglicémicos ndo apresentaram aumento dos niveis de glicemia. (Tabela 4 e
Grafico 12)

GRAFICO 12 - Comparacéo glicémica dos grupos no dia da eutanasia
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Glicemia dos animais dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt no dia da eutanasia. Letras diferentes
correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

4.3 Anélise Biomecanica (Torque de Remocéo)

A analise biomecanica mostrou que houve diferencas estatisticamente
significantes (p>0,05) na interacdo entre a condi¢ao sistémica com o uso de terapias
locais pelo teste ANOVA Two-Way. O uso sistémico de resveratrol nos grupos NGrvt
e T2Drvt ndo provocou aumento na forca de remocédo dos implantes (p>0,05). Além
disso, a associagéo entre o uso de resveratrol sisttmico com a aplicacdo local da
aPDT provocou uma melhora na biomecéanica ¢ssea dos animais T2Drvt. Os

resultados estédo apresentados no grafico 13 e tabela 5.
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GRAFICO 13 - Andlise biomecanica dos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Grafico com os valores de contra-torque obtidos nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

TABELA 5 - Valores médios de contra-torque obtidos na analise biomecéanica

ST AM FBM aPDT

NG 4,5 2,1 4,07 3,25
NGrvt 4,6 1,8 2,5 3,3
T2D 2,6 2,9 3,4 2,6
T2Drvt 2,3 2,6 0,6 3,37

Valores de torque de remocdo obtidos nos grupos NG, NGrvt, T2D, T2Drvt e seus respectivos

subgrupos (ST, MB, FBM e aPDT). Valores em N.cm.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Para facilitar o entendimento, apresentaremos 0s resultados nos grupos

relacionados a condicdo sistémica e dentro destes, 0os subgrupos relacionados ao

tratamento local.

Grupo NG: Os animais normoglicémicos apresentaram diferenca

estatisticamente significante ao comparar AM com ST e FBM (p>0,05). Este fato

sugere que a auséncia de interferéncias sistémicas ndo necessitaria de auxilio de

terapias locais para o reparo periimplantar. (Tabela 5 e Grafico 14)
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GRAFICO 14 - Valores de torque de remoc&o obtidos no grupo NG
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Comparacao entre o uso de terapias locais no grupo NG. Letras diferentes correspondem a diferenca
estatisticamente significante (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Grupo NGrvt: O uso sistémico de resveratrol sugere que a auséncia de terapias
locais apresenta maiores valores de torque de remocao, apresentando diferenca
estatisticamente significante entre ST com AM e FBM, e entre AM e aPDT. (p<0,05;
Tabela 5 e Grafico 15)

GRAFICO 15 - Valores de torque de remoc&o obtidos no grupo NGrvt

Analise Biomecanica- NGrvt

A

5 |

4 l C
£ BC
z 3 B

2

1

0

ST AM FBM aPDT

Comparacao entre o uso de terapias locais no grupo NGrvt. Letras diferentes correspondem a
diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Grupo T2D: Para os animais diabéticos sem tratamento a terapia de FBM
aumentou os valores de torque de remocdo, com diferenca estatisticamente

significante com os subgrupos ST e aPDT. (p<0,05; Tabela 5 e Grafico 16)

GRAFICO 16 - Valores de torque de remoc&o obtidos no grupo T2D
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Comparacéo entre o uso de terapias locais no grupo T2D. Letras diferentes correspondem a
diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Grupo T2Drvt: A aPDT em associagao ao tratamento sistémico de resveratrol
nos ratos diabéticos tipo 2 provocou um aumento nos valores de forca de remocéao
dos implantes, com diferenca estatisticamente significante quando comparada aos
subgrupos ST, FBM e AM (p<0,05; Tabela 5 e Grafico 17).
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GRAFICO 17 - Valores de torque de remoc&o obtidos no grupo T2Drvt

Analise Biomecanica-T2Drvt

N.cm

3 A A
B
5 \ ]
ST AM FBM

Comparacao entre o uso de terapias locais no grupo T2Drvt. Letras diferentes correspondem a
diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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4.4 PCR em Tempo Real

IBSP: O teste estatistico apontou que houve interacdo entre a condi¢do
sistémica dos animais com a terapia local aplicada na loja cirargica (p < 0,05) para a
expressdo do gene IBSP. Todos os grupos apresentaram diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05) para a expressao do gene. Quanto ao uso de terapias locais, 0
uso de aPDT nao apresentou diferenga estatisticamente significante (p > 0,05) na
expressdo da sialoproteina 6ssea quando comparado a auséncia de terapias locais
(ST). (Gréfico 18)
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GRAFICO 18 - Expresséo génica de IBSP
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Comparacéo entre os grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT)
para a expressao génica da Sialoproteina Ossea aos 28 dias apés a instalacdo de implantes em
maxila.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

O grupo NG nao apresentou diferenca estatisticamente significante na
expressdo de IBSP entre os subgrupos analisados. Para o grupo NGrvt, a auséncia
de terapia manteve a expressao da sialoproteina, que foi diminuida significantemente
com uso do AM e terapia de FBM (p<0,05). O uso de terapias em T2D e T2Drvt
aumentou a expressao de IBSP, com diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos (p<0,05). (Graficos 18 e 19)
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GRAFICO 19 - Express&o génica de IBSP nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt

IBSP - NG A IBSP - NGrvt B

12 12

10 10

A
2 A A A 2 ’—l—‘ B B AB
0 ® - - o == [ [ ]
ST AM FBM APDT ST AM FBM APDT

IBSP-T2D C IBSP - T2Drvt D

12
12 B

10

B
6
A
A a
C
: T |

(e .

sT AM FBM

APDT ST AM FBM APDT

10

o N & O ®

Expressédo génica relativa de Sialoproteina 6ssea aos 28 dias. A: Comparac¢éo do uso de terapias
locais no grupo NG; B: Comparacéo do uso de terapias locais no grupo NGrvt; C: Comparacado do
uso de terapias locais no grupo T2D; D: Comparacao do uso de terapias locais no grupo T2Drvt.
Letras diferentes correspondem a diferencga estatisticamente significante (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

OCN: A expressdo de osteocalcina apresentou diferenca estatisticamente
significante (ANOVA Two-Way, p<0,05) na interacdo entre todas as condi¢cdes
sistémicas, assim como todas as terapias locais. Aos 28 dias, a expressao génica da
osteocalcina foi maior nos grupos NG-ST, NGrvt-ST e T2D-FBM (Grafico 19). Nos
grupos NG e NGrvt, os tratamentos locais diminuiram a expresséo de osteocalcina
com diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05). Em
contrapartida, o grupo T2D aumentou a expressdo de OCN com a presenca das
terapias locais em T2D-FBM e T2D-aPDT, com diferenca estatisticamente significante
com o grupo T2D-ST (p<0,05). O resveratrol no grupo T2Drvt-ST aumentou a
expressdo de OCN, quando comparado ao grupo T2D-ST, entretanto, a presenca da
aPDT diminuiu sua expressao, com diferenga estatisticamente significante ente os
grupos (p<0,05). (Graficos 20 e 21)
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GRAFICO 20 - Expresséo génica de OCN nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Comparacéo entre os grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT)
para a expressao génica da Osteocalcina aos 28 dias ap0s a instalagdo de implantes em maxila.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

GRAFICO 21 - Expressao génica de OCN nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Expressédo génica relativa de Osteocalcina aos 28 dias. A: Comparacao do uso de terapias locais no
grupo NG; B: Comparacéo do uso de terapias locais no grupo NGrvt; C: Comparacéo do uso de
terapias locais no grupo T2D; D: Comparacao do uso de terapias locais no grupo T2Drvt. Letras

diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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TRAP: A expressdo de TRAP apresentou diferenca estatisticamente
significante (ANOVA Two-Way; p<0,05) na interacdo entre a condicéo sistémica dos
animais assim como entre as terapias locais realizadas. O grupo T2Drvt apresentou
diferenca estatistica (p<0,05) com os demais grupos. Além disso, houve diferenca ao
comparar AM com ST e aPDT(p<0,05). (Grafico 22)

GRAFICO 22 - Expresséo génica de TRAP nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Comparacéo entre os grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT)
para a expresséo génica da TRAP aos 28 dias apds a instalacdo de implantes em maxila. As
diferencas estatisticas estdo presentes na tabela 6.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

O grupo NG apresentou um aumento na atividade osteoclastica relacionada a
expressdo génica de TRAP nos grupos NG-FBM e NG-aPDT, com diferenca
estatisticamente significante ao grupo NG-ST (p<0,05). O grupo NGrvt apresentou
diferenca estatisticamente significante na expressdo de TRAP na comparacédo entre
0S grupos, e o uso local de aPDT, AM e terapia de FBM provocram uma diminui¢ao
da expressdo do gene. T2Drvt teve diminuicdo da expressdo de TRAP quando
comparado ao T2D sem tratamento. Na andlise intergrupo, a presenca de TRAP
apresentou-se menor em T2D-aPDT e T2Drvt-aPDT com diferenca estatisticamente

significante com as demais terapias locais (p<0,05). (Graficos 22 e 23)



66

GRAFICO 23 - Expresséo génica de TRAP nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Expressédo génica relativa de TRAP aos 28 dias. A: Comparacao do uso de terapias locais no grupo
NG; B: Comparacgéo do uso de terapias locais no grupo NGrvt; C: Comparacao do uso de terapias
locais no grupo T2D; D: Comparacéo do uso de terapias locais no grupo T2Drvt. Letras diferentes

correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

OPG: A expresséao de osteoprotegerina apresentou diferenca estatisticamente
significante (ANOVA Two-Way; p<0,05) na interacao entre as condicdes sistémica dos
animais assim como entre as terapias locais realizadas. Houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) na expressao de OPG na comparacao de todas
0S grupos experimentais. Com relacdo as terapias locais, houve diferenca na
comparacdo de ST com AM, FBM e aPDT (p<0,05). (Grafico 24)

Aos 28 dias a expressao genica de osteoprotegerina se mostrou semelhante
entre 0s grupos, exceto no grupo NGrvt-ST. O grupo NG-ST néo apresentou diferenca
estatisticamente significante na expresséo de OPG em comparagao aos grupos com
tratamento local. No grupo NGrvt, a expressao de osteoprotegerina foi aumentada em
NGrvy-ST em comparagdo aos demais grupos, com diferenca estatisticamente
significante (p<0,05). A expressao de OPG em T2D foi aumentada em T2D-AM e T2D-
FBM, com diferenca estatistica com T2D-ST e T2D-aPDT (p<0,05). O grupo T2Drvt
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apresentou diferenca estatisticamente significante ente os grupos (p<0.05), com

menores valores em T2Drvt-aPDT. (Gréaficos 24 e 25)

GRAFICO 24 - Expresséo génica de OPG nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Comparacao entre os grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT)
para a expressdo génica relativa de Osteoprotegerina aos 28 dias apés a instalacdo de implantes em
maxila.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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GRAFICO 25 - Expresséo génica de OPG nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Expressédo génica relativa de osteoprotegerina aos 28 dias. A: Comparacgédo do uso de terapias locais
no grupo NG; B: Comparacao do uso de terapias locais no grupo NGrvt; C: Comparacédo do uso de
terapias locais no grupo T2D; D: Comparacao do uso de terapias locais no grupo T2Drvt. Letras
diferentes correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

RANK-L: A andlise estatistica de ANOVA Two-Way, mostrou que a expressao
de RANK-L possuiu interacdes (p<0,05) apenas ao comparar as condi¢cdes sistémicas

dos animais. (Grafico 26)

A expresséao génica de RANK-ligante se mostrou diminuida nos grupos tratados
com resveratrol, especialmente em NGrvt-ST onde ndo houve expresséo da proteina.
O grupo NG apresentou diferenca estatisticamente significante ao comparar NG-ST e
NG-aPDT com NG-AM e NG-FBM (p<0,05). Em NGrvt-ST ndo houve expressao de
RANK-L, porém ndo houve diferenca estatisticamente significante na comparacéo
com o0 uso de terapias locais. A expressédo de RANK-L foi aumentada em T2D-FBM
com diferenca estatisticamente significante com os demais subgrupos (p<0,05). O
tratamento com resveratrol em T2Drvt diminuiu a expressao de RANK-L em T2Drvt-
ST, T2Drvt-FBM e T2Drvt-aPDT, com diferenca estatisticamente com T2Drvt-AM
(p<0,05). (Gréficos 26 e 27)
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GRAFICO 26 - Expresséo génica de RANK-L nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Comparacao entre os grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT)
para a expressao génica relativa de RANK-L aos 28 dias apoés a instalagdo de implantes em maxila.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

GRAFICO 27 - Express&o génica de RANK-L nos grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt
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Expressédo génica relativa de RANK-L aos 28 dias. A: Comparac¢éo do uso de terapias locais no grupo
NG; B: Comparacéo do uso de terapias locais no grupo NGrvt; C: Comparacao do uso de terapias
locais no grupo T2D; D: Comparac¢do do uso de terapias locais no grupo T2Drvt. Letras diferentes

correspondem a diferenca estatisticamente significante (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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RANK-L/OPG: A proporcao entre OPG e RANK-L expressa a relacéo de tais
proteinas para o processo de reabsorcdo, que quando em equilibrio, apresenta
valores de expressao génica relativa préximo a 1,0. O teste estatistico ANOVA Two-
Way apontou interacgdes (p<0,05) entre as condi¢des sistémicas dos animais, exceto
ao comparar NG com T2Drvt (p>0,05). Ao comparar o uso de terapias locais, houve

diferenca estatisticamente significante (p<0,05) ao comparar ST a AM. (Grafico 28)

Desta forma, é possivel observar que o grupo NG-ST apresenta um equilibrio
na ativacdo do processo de reabsorcdo, e quando aplicadas terapias locais neste
grupo had uma diminuicdo da ativacao do processo reabsortivo. No grupo NGrvt-ST,
nao houve expressdo de RANK-L, o que significa que ndo houve ativacdo da via
osteoclastica. Em T2D-ST, os animais obtiveram um aumento da expresséao relativa
de RANK-L em comparacdo a OPG, indicando um aumento da atividade de
reabsorcdo, porém com o uso de terapias locais a proporcdo de RANK-L diminuida.
O tratamento sistémico com resveratrol em T2Drvt-ST diminuiu aa expressao génica
relativa de RANK-L em comparagdo a T2D-ST, e as terapias locais utilizadas

reestabeleceram o equilibrio do processo de ativacéo da atividade reabsortiva.

GRAFICO 28 — Expresséo génica relativa da proporcéo entre RANK-L e OPG.

RATIO (RANK-L/OPG)

1,5
E3
1 £
: HI I ﬂ
NGrvt T2Drvt

OsT @AM EFBM EaPDT

Expressédo génica relativa da proporcdo entre RANK-L e OPG aos 28 dias. Comparacédo entre 0s
grupos NG, NGrvt, T2D e T2Drvt e seus subgrupos (ST, AM, FBM e aPDT).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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5 DISCUSSAO

Estudo? anterior de nosso grupo de pesquisa sobre reparo alveolar em ratos
T2D comprovou o aumento de proteinas pré-inflamatdrias no inicio do reparo alveolar,
que desencadeia uma cascata de eventos comprometedores ao tecido 0sseo.
Partindo deste ponto, fez-se necessario um estudo para avaliar o reparo periimplantar
de animais diabéticos tipo 2 utilizando terapias alternativas que pudessem auxiliar na
diminuicdo do processo inflamatorio, desencadeando uma melhora na qualidade e

biomecénica 6ssea periimplantar.

O resveratrol apresenta efeitos benéficos em termos de homeostase de glicose
e lipidios e reducédo do acumulo de gordura corporal3334, Sistemicamente, 0 seu uso
diario foi satisfatério para a reducéo dos niveis glicémicos em ratos diabéticos tipo 2,
mas nao substitui os efeitos dos medicamentos hipoglicemiantes assim como
apresentado em outros estudos®33. Para os animais NGrvt, o uso diario do fitoterapico

funcionou prevenindo o aumento da glicemia ao longo do experimento.

Apés a inducédo do diabetes, um efeito colateral presente nos animais € a perda
de peso e novamente o resveratrol se mostrou um forte aliado para a condi¢do
sistémica. O resveratrol preveniu a perda de peso assim como reestabeleceu as
condi¢bes clinicas de ratos T2Drvt, fato diretamente relacionado a diminuigdo da
hiperglicemia deste grupo de animais®34. O inverso aconteceu aos animais NGrvt,
onde o uso continuo do resveratrol provocou uma diminuicdo do ganho de peso
promovendo uma manutencédo da massa corporal e adiposa. Outros estudos3°>38in
vitro e em modelos roedores apontam que o resveratrol pode modular as fungdes de
adipogénese, lipogénese, lipolise, termogénese e oxidacdo de acidos graxos, fator

gue pode ser relacionado ao ocorrido nos animais NGrvt e T2Drvt.

A hiperglicemia e a presenca do T2D sao fatores que devem ser levados em
consideracdo durante a reabilitacdo com implantes dentarios343°, devido a alta taxa
de falhas no tratamento desses tipos de pacientes3#3%40, Para o sucesso na
osseointegracao alguns fatores devem ser levados em consideracdo: a migracao de
células inflamatérias, a proliferagcdo celular com a criacdo de uma nova matriz

extracelular e finalmente a formacéo e remodelacdo desta matriz recém-formada.®

Nos grupos onde as terapias locais nao foram utilizadas, observou-se que o

T2D influenciou negativamente no reparo 6sseo periimplantar quando comparado ao
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grupo NG-ST, tendo um impacto na for¢ca de remocéao dos implantes, corroborando os

achados de outros estudos.11:3040.41

O uso continuo do resveratrol nos grupos NGrvt-ST e T2Drvt-ST nado afetou a
biomecanica 0ssea dos animais em comparagcdo aos animais sem tratamento
sistémico, mesmo estudos apontando seus efeitos positivos no tecido 6sseo.>® Vale
ressaltar que ndo ha estudos na literatura, até o presente momento, onde a
administragao de resveratrol foi avaliada num modelo de instalagdo de implantes em
maxila, considerando ser este um meio em que ha exposicao a bactérias, sem controle
de placa bacteriana ou condicdo periodontal. A realizacdo de terapias locais nos
grupos NG e NGrvt ndo promoveu efeitos favoraveis na biomecanica éssea dos
animais, diminuindo o torque de remocédo dos implantes, fato que poderia ser
explicado pelo periodo de avaliagdo deste trabalho. Em contrapartida, para os animais
diabéticos as terapias locais melhoraram a condicdo da biomecanica 6ssea dos

implantes especialmente em T2D-FBM e T2Drvt-aPDT.

Estes resultados sugerem que o organismo saudavel tem condicfes de reparo
0sseo que ndo dependem de um suporte local para auxilia-lo, diferente do ocorrido
em animais com diabetes tipo 2. Em T2D, o uso de terapias locais auxiliou no reparo
periimplantar, confirmando os resultados de outros estudos que utilizaram a aPDT?2340
e a terapia de FBM?3?’, Contudo, a terapia local sem o auxilio de um tratamento
sistémico ndo € capaz de reverter 0 prejuizo nos eventos celulares que ocorrem ao
longo do processo periimplantar frente a condigéo sistémica avaliada. Neste sentido,
a associacao da aPDT em animais T2Drvt sugere que 0 sinergismo entre o tratamento
sistémico com o local € fundamental para melhorar o reparo 6sseo de animais

diabéticos tipo 2.

A andlise molecular de RT-PCR foi realizada com a amostra do tecido 6sseo
gue estava em contato com o implante removido no contra-torque, assim os eventos
celulares e biomecanicos apresentados estdo diretamente relacionados.®? Desta
forma, aos 28 dias o0 uso das terapias locais no grupo NG promoveu diminuicdo dos
genes relacionados a mineralizacdo (IBSP e OCN) e um aumento dos genes
relacionados a atividade osteocléstica e reabsorcdo 6ssea (TRAP, OPG e RANK-L),
guando comparado aos animais que nao receberam nenhum tratamento local,
comprovando que os eventos moleculares foram prejudicados, 0 que teria impactado

negativamente no torque de remocao dos implantes.
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O tratamento com resveratrol em NGrvt-ST provocou um aumento na
expressao de IBSP, OCN e principalmente TRAP, entretanto ndo houve expressao de
RANK-L e uma alta expressao de OPG, fato que sugere uma supressao da via RANK-
L/RANK, como consequéncia diminuindo a atividade osteoclastica e aumentando a

resposta de mineralizacdo 0ssea.

Os animais T2D-ST apresentaram uma expressao dos genes IBSP aumentada
e OCN diminuida na auséncia de terapias locais, indicando um atraso no processo de
reparo 6sseo que aos 28 dias deveria estar finalizado. Este fato confirma que o
diabetes influencia negativamente nas respostas celulares frente ao reparo 0sseo
periimplantar aumentando a expressdao de genes relacionados a atividade
osteoclastica, assim como durante o processo reparacional em alvéolos pos-
exodonticos?. Com o uso da aPDT como terapia local coadjuvante em animais T2D,
houve um aumento na expressao de OCN e uma diminuicdo de TRAP, indicando que
as terapias estariam exercendo adequadamente o seu papel auxiliando nos danos

causados pela condicao sistémica.

O tratamento com resveratrol em T2Drvt provoca um aumento de IBSP e uma
diminuicdo de TRAP e RANK-L com o uso das terapias locais, o que indicaria uma
diminuicdo da atividade osteoclastica e um aumento de sialoproteina 6ssea, o que
indicaria que mesmo em atraso 0 reparo 0sseo estaria acontecendo de maneira
adequada em comparacdo a T2D. Estudos afirmam que o resveratrol exerce seu
efeito osteoprotetor através diferenciacéo osteoblastica pela via de sinalizacdo SIRT1-
NF-kB.#?4° O ativador de tal via € o RANK-L*3, que promove a diferenciacéo e ativacéo
de osteoclastos e sua regulacdo é feita pela OPG (modulada pela expressédo de
proteinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-11, e TNF-a). Este fato foi comprovado
em NGrvt-ST e T2Drvt-ST que elevaram a expresséo de OPG, assim como em T2Drvt
associado a terapias locais onde observou-se a reducao da expressdo de RANK-L.

Estudos na literatura mostraram que a agao anti-infecciosa, anti-inflamatoria e
reparadora'®23 da aPDT contribuem para o processo de osseointegracdo®’. A aPDT
assim como a FMB possui diversos estudos para o tratamento da periimplantite e de
doencas periodontais comprovarando sua eficacia frente a complicacdes
odontolégicas ja instaladas'’?’. No presente estudo ambas as terapias foram
utilizadas em sessao unica, previamente a instalacdo do implante, como uma tentativa

de evitar as complicacdes no reparo ésseo’? provocadas pelo T2D por promoverem
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efeitos fotobiomodulares ou de reducdo microbiana. O uso da aPDT cria espécies
reativas de oxigénio (ROS) ap0s a excitacao do oxigénio em seu estado singleto que
podem causar danos estruturais e apoptose em células microbianas, fato que tem
grande importancia quando instalado um processo inflamatério como a

periimplantite?®.

Vale ressaltar, que este é um estudo inicial em nosso grupo de pesquisa e 0
protocolo profilatico do uso da aPDT ou da terapia de FBM no momento da instalacéo
de implantes tem sido pouco explorado na literatura®®. Variacdes neste protocolo
anico, levando a vérias sessfes de terapia local ou ainda um maior tempo de
administragdo do resveratrol possivelmente teriam desencadeado resultados
diferentes. No entanto, destacamos que este foi 0 primeiro estudo a utilizar estas
terapias associadas junto ao desafio da instalacdo de implantes imediatos em maxila
de ratos. Outro aspecto a ser considerado € que 0s animais eram sistemicamente
descompensados, fato que levou a uma grande perda de implantes em T2D-ST, e
quando utilizadas as terapias locais/resveratrol a taxa de sucesso pos-operatoria foi
elevada. Desta forma, as terapias utilizadas neste estudo trouxeram resultados
promissores para a prevencao de doencas da cavidade bucal, aumentando a taxa de
0 sucesso da reabilitacdo com implantes de titanio. Contudo, novos estudos devem
ser realizados, com intuito de desenvolver novos protocolos para tais terapias

fotbnicas.
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6 CONCLUSAO

O uso sistémico de resveratrol e a sua associagao com a aPDT promoveram
uma melhora no reparo periimplantar de ratos diabéticos tipo 2, aumentando a
expressdo de genes relacionados a mineralizacdo da matriz 6ssea e diminuindo a
expressdo de genes relacionados a reabsorcdo déssea que resultaram em uma
melhora da biomecéanica 6ssea. Além disso, os resultados do estudo sugerem que 0
sinergismo do tratamento fototerapico com as terapias locais no leito receptor dos
implantes pode agir como fator preventivo de complicacdes periimplantares
comumente encontradas no tratamento reabilitador de pacientes diabéticos nédo
compensados.
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ANEXO A - Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) — FOA UNESP (n° 00153-2019)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ¢ /AN
unesp 0LIO DE MESQUITA FILHO® N s
CAMPUS ARAGATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissdio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals
CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Reparo perimplantar em ratos
diabéticos tipo 2, tratados pela combinagdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana e compostos polifendis. Caracterizagio biomecdnica,
histométrica, microtomogréfica e molecular”, Processo FOA n° 00153-2019, sob
responsabilidade de Roberta Okamoto apresenta um protocolo experimental de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugdo foi
aprovada pela CEUA em 15 de Fevereiro de 2019.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 31 de Margo de 2021
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 30 de Abril de 2021.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Perimplantar repair in rats type 2 diabetics

treated with the combination of antimicrobial photodynamic therapy and

polyphenol compounds. Biachemical, histometric, microtomographic and

molecular characterization” Protocol FOA n® 00153-2019, under the supervision

of Roberta Okamoto presents an experimental protocol in accordance with the

Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved

by CEUA on February 15, 2019

{'VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 31,2021, » ' v
| DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 30,2021. |
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