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RESUMO

O sucesso clinico de implantes dentarios esta relacionado com a osseointegracao
precoce. A geometria e a superficie sdo cruciais para o sucesso dos implantes a curto
e longo prazo. Devido ao progresso que se tem feito, esses materiais estao
disponiveis em diferentes op¢des no mercado. No entanto, ainda ha necessidade de
melhorar a tecnologia desses materiais visando a regeneracdo 6ssea precoce. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as superficies de implantes de titanio
comercialmente puro tratadas através do duplo ataque acido referente ao grupo
controle e com a deposicdo raloxifeno pelo método biomimético, com o objetivo de
avaliar a interface osso/implante em modelo padronizado em tibia de rato. Com este
propésito, foram utilizados 144 implantes de titanio comercialmente puro de 1,6 de
diametro e 3,0 mm de altura, sendo 72 referentes ao grupo controle e 72 referentes
ao grupo raloxifeno que foram instalados nas tibias de ratos. Os periodos de eutanasia
para a coleta das tibias foram 7, 15, 30 e 40. Os espécimes foram submetidos a
analise biomecanica, topografica, histométrica e imunoistoquimica. Os dados
quantitativos foram avaliados adotando o nivel de significancia p < 0,05. A andlise
biomecénica por torque-reverso em Newton centimetro revelou resultado semelhante
entre 0s grupos controle e raloxifeno (p= 0,03). A analise histoldgica revelou que aos
7 dias o comportamento da superficie modificada por raloxifeno possui maior
guantidade de tecido conjuntivo em comparacéo com as laminas controle. Nos demais
periodos o comportamento de modelacéo 6ssea foi semelhante, dando destaque para
0 grupo controle nos valores de area 6ssea. A andlise de imunoistoquimica revelou
diferenca entre os grupos no periodo de 15 dias, visto que o grupo raloxifeno
apresentou rapida ativacao proteica em relacdo ao grupo controle, como é possivel
observar na imunomarcacdo da Osteocalcina, Osteoprogesterina e Colageno- 1,
porém aos 40 dias o grupo raloxifeno indicou ter imunomarcacgéao leve nos grupos da

Osteocalcina, Osteoprogesterina, ligante do receptor ativador nuclear kappa B e de



leve a moderado no Colageno-1, revelando ter menor quantidade de matriz 6ssea
mineralizada e menor area 0ssea neoformada em relacdo ao grupo controle. Na
andlise histomorfométrica foi possivel analisar que houve diferenca estatistica entre
0s grupos controle e raloxifeno durante os periodos de 7 (p=0,005) e 40 dias (p=0,04)
e na analise de extensao linear de contato entre tecido 6sseo e superficie do implante
foi possivel observar diferenca estatisticamente significante no grupo raloxifeno, entre
os periodos de 15 e 7 dias, com p=0,03. Além disso, na compara¢do entre 0os dois
grupos, observou-se diferenca estatistica durante o periodo de 7 dias, com p<0,001
em que 0 grupo controle apresentou resultados superiores. Portanto, os resultados
qualitativos e quantitativos dos grupos estudados ndo apresentaram grande
discrepéancia entre si, indicando um comportamento analogo a longo prazo. Sabendo
o comportamento deste farmaco em individuos normofisioldgicos, € encorajado o
estudo atribuindo maiores concentracdes deste para analises futuras sobre alteracées

de neoformacéo 6ssea.

Palavras—chave: Implantacéo dentaria. Raloxifeno. Titanio.



SANCHES, N. S. Andlise do reparo 6sseo da superficie de implante revestida
com raloxifeno através das analises topogréafica, biomecanica, histoldgica,
histométrica e imunoistoquimica 2020. 60 f. Trabalho de Conclusédo de Curso
(Graduacéo) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2020.

ABSTRACT

The clinical success of dental implants is related to early osseointegration. Geometry
and surface are crucial to implant success in the short and long term. Due to the
progress that has been made, these materials are available in different options on the
market. The objective of this study was to evaluate the surfaces of commercially pure
titanium implants treated through the double acid attack related to the control group
and with the deposition raloxifene by the biomimetic method related to the raloxifene
group and to evaluate the interface bone/implant in standard mouse tibia model. For
this purpose, 144 commercially pure titanium implants of 1.6 diameters and 3.0 mm
height were utilized, 72 of which were related to the control group and 72 related to the
raloxifene group that will be installed in the rat tibias. The periods of euthanasia for the
collection of the tibias were 7, 15, 30 and 40. The specimens were submitted to
biomechanical, topographic, histometric and immunohistochemical analysis. The
guantitative data were evaluated by adopting the level of significance p 0.05.
Biomechanical analysis by reverse torque in Newton centimeter showed that there
wasn’t a statistical difference between the control groups and raloxifene (p= 0.03).
Histological analysis revealed that at 7 days the behavior of the surface-modified by
raloxifene has a higher amount of connective tissue compared to the control blades. In
other periods, bone modeling behavior was similar, highlighting the control group in
bone area values. The immunohistochemical analysis showed a difference between
the groups in the 15 days, since the raloxifene group presented rapid protein activation
about the control group, as can be observed in the immunomarking of Osteocalcin,
Osteoprogesterin, and Collagen-1, but at 40 days the raloxifene group indicated mild
immunolabeling in the Osteocalcin, Osteoprogesterin, kappa B nuclear activator
receptor ligand and mild to moderate Collagen-1, revealing a lower quantity of
mineralized bone matrix and a lower neoformed bone area about the control group. In

the histomorphometric analysis, it was possible to analyze that there was a statistical



difference between the control groups and raloxifene during the periods of 7 (p=0.005)
and 40 days (p=0.04) and in the analysis of the linear extension of contact between
bone tissue and implant surface, it was possible to observe a statistically significant
difference in the raloxifene group, between the periods of 15 and 7 days, with p=0.03.
Additionally, in the comparison between the two groups, a statistical difference was
observed during the 7 days, with p<0,001, in which the control group presented
superior results. Therefore, the qualitative and quantitative results of the studied
groups did not present a great discrepancy between them, indicating similar long-term
behavior. Knowing the behavior of this drug, in normofisiological individuals, the study
is encouraged by assigning higher concentrations of this drug to future analyses of

bone neoformation changes.

Keywords: Dental Implantation. Raloxifene. Titanium.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Delineamento Experimental...................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieee 23
FIGURA 2 - 12 Fase de modificacdo por 4cido do GCRT e do GRLX..........ccccuvvvnnee 24
FIGURA 3 - Implantes imersos na solugdo de NaOH ...........cccoooeeviiiiiiiiiiiiiii e, 25
FIGURA 4 - Preparacao do Simulador de Fluido COrpoOreo ...........cccccuvvvvmnvennnnnnnnnnnns 25
FIGURA 5 - Implantes imersos na solugdo de SFC com raloxifeno Img/ml ............. 25
FIGURA 6 - Procedimento cirdrgico para a instalacao dos implantes....................... 27
FIGURA 7 - Sequéncia de remocao do implante da peca incluida em parafina........ 31

FIGURA 8 - Sequéncia da selecdo da area de interesse do implante por meio do uso

dO Programa IMAGE ........coeveiiiiiii e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeraa 33
FIGURA 9 - MEV dO GCRT € dO GRLX .....uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissininrnnnnnnnnennennnennnnee 35
FIGURA 10 - EDR dos GCRT (A) € GRLX (B) .evvueiieeeiiiieiiiiiieee e ee et e e e e e eeeeeeens 36

FIGURA 11 - Histolégico do periodo 7 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40X coloragao HE. .............ccooviiiiiiiiiii e, 37

FIGURA 12 - Histoldgico do periodo 15 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40X colOragao HE. .............ccooviiiiiiiiiii e, 38

FIGURA 13 - Histolégico do periodo 30 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificagdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 0sseo
neoformado. Objetiva 40X COIOragao HE. ... 39

FIGURA 14 - Histoldgico do periodo 40 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 0sseo
neoformado. Objetiva 40X COIOragao HE. ..o 39

FIGURA 15 - Histologico do periodo 7 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40X COlOragao HE. ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 40



FIGURA 16 - Histolégico do periodo 15 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40X COIOragao HE. ............ccoovriiiiiiiiiii e 41

FIGURA 17 - Histolégico do periodo 30 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 0sseo
neoformado. Objetiva 40X COIOragao HE. ............ccoovriiiiiiiiiiie e 41

Figura 18 - Histologico do periodo 40 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 0sseo
neoformado. Objetiva 40X colOragao HE. .............ccoovviiiiiiiii e 42

FIGURA 19 - Laminas marcadas pela proteina COL-I nos periodos de eutanasia 15,
30e 40 dias dO GCTR € dO GRLX ...iiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e s 43

FIGURA 20 - Laminas marcadas pela proteina RANK-L nos periodos de eutanasia 15,
30e 40 dias dO GCTR € dO GRLX .. .ciiiiiiiiiiiiiiee e e e e e 44

FIGURA 21 - Laminas marcadas pela proteina OPG nos periodos de eutanasia 15, 30
€ 40 dias dO0S GCTR € GRLX ...cooiiiiie e 45

FIGURA 22 - Laminas marcadas pela proteina OC nos periodos de eutanasia 15, 30
€ 40 dias dO GCTR € A0 GRLX ...t e e 47



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Torque Reverso do GCRT e do GRLX aos 40 dias de eutanasia.......

GRAFICO 2 - Valores AON do GCRT e do GRLX

GRAFICO 3 - Valores ELCOI do GCRT € d0 GRLX ......cueoveuiiiiieiicicieececeee e



LISTA DE TABELA

TABELA 1 - Analise comparativa da AON em percentagem...

TABELA 2 - Analise comparativa do ELCOI em percentagem



LISTA DE QUADRO

QUADRO 1 - Escores e frequéncia de porcentagem para andlise de
IMUNOISTOQUIMIICAL ... e e e ee et e e e e e e e e e e e e e et e e s e e e e e e e e eaeeaaeeeeesennnnes 34

QUADRO 2 - Analise estatistica da analise de torque-reverso para os GCRT e GRLX
A0S 40 dias € EULANASIA.........cceieiiiiiiiiieii et e e e e r e e e e e e e e aeeeaeeeaananes 37

QUADRO 3 - Escores da analise de imunoistoquimica nos periodos de 15,30 e 40
dias do GCRT € d0O GRLX......ciiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e aaeeeees 48



LISTA DE ABREVIATURAS

% = Porcentagem

°C = Graus célsius

pum = Micrometros (unidade de medida)

ANOVA = Analise de variancia

AO = Area de tecido 6sseo

AON = Area de 6ssea neoformada

C = Carbono

Ca = Célcio

Cl = Cloro (unidade de medida)

Cm = Centimetros (unidade de medida)

COBEA = Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
COL-1 = Colageno

EDS = Energia dispersiva

EDTA = Etilenodiaminotetracético

ELCOI = Extensao linear de contato entre tecido 6sseo de superficie do implante
FOA = Faculdade de Odontologia de Aracatuba

GCRT = Grupo Controle

GRLX = Grupo Raloxifeno

HE = Hematoxilina e Eosina

JPEG = Joint Photographics Experts Group

MEV = Microscopia eletronica de varredura

Mg/Kg = Miligrama por quilo (unidade de medida)
Mg/Kg/dia = Miligrama por quilo (unidade de medida) por dia
Mg/ml = Miligrama por mililitro (unidade de medida)

MI = Mililitro (unidade de medida)

MI/Kg = Mililitro por quilo (unidade de medida)

Mm = Milimetro (unidade de medida)

Mol.L = Mol litro (unidade de medida)

MSRE = Modulador seletivo de receptor estrogénico
N.cm = Newton centimetro (unidade de medida)

N = Nitrogénio



Na = Sddio

NaOH = Hidroxido de Sodio

O = Oxigénio

OC = Osteocalcina

OPG = Osteoprogesterina

P = Foésforo

P = Nivel critico da estatistica (p 0,05)
Ph = Potencial hidrogenidnico

PVP-I = Povidona-iodo

RANK-L = Ligante do receptor ativador nuclear kappa B
Rpm = Rotag&o por minuto

S = Enxofre

SFC = Solucéo de fluido corporeo
Ticp = Titanio puro comercialmente

UNESP = Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho



SUMARIO

1 INTRODUGAO ....ooioeeieeeeeeeee ettt ettt nn s eaens 20
P2 © 1 = 8 1 N Y L 22
3 MATERIAIS E METODOS ....coviveieceeeeeete ettt en et sae et ere e 23
3.1 Delineamento EXPerimental ...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
3.2 Preparacéo das Superficies Teste € Controle ...........c..cooeeeeviiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeee 24
RGN ol (o To=To [T 0 T=T 0] (o @A T 1] (o [olo J 27
4 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL ..oovviveceeceeee e 29
5 ANALISE ...ttt 30

= [0 20 G PSR UTPR PR 30
5.2 Andlise Biomecanica (TOrque-REVEIS0) .......cccceiviiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e s e e e e e e e eeeeesannannens 30
5.3 ANAlISE HISLOIOQICA ... ..eeeeieeeeiiiiiiiiiie ettt e 30
5.3.1 Processamento para Inclusdo em Parafina .............ccooevvivieiiiiiiiiii e 30
5.4 ANAIISE HISIOMETIICA ...vvvvviiiiieeie ittt e e e e e e eeee e 32
5.5 Andlise IMUNOIStOQUIMICA .....cciieeieeeieecee e e a e 33
5.6 ANAIISE ESIAtiSHICA . .vvvvviiiiiiiiee et e e e e e e e e e 34
6 RESULTADOS ...ttt e e e e e e et e e e et e e e e e e e aeeeeanas 35

RAID X ettt e e e 35
6.2 Analise Biomecanica (TOrqUe-REVEISO) ..........uuuririiiiiiiiiiiaaeeeaeeee e 36
6.3 ANALISE HISTOIOQICA ......uvviiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e 37
6.3.1 GrUPO CONLIOIE ..ueeiiiee e e e e et e e e e aeaaas 37
6.3.2 GrupO ralOXifEN0 ......vuiiiiiiec e 40
6.4 Analise IMUNOISTOQUIMICA .....ccoeeiiiiiiiiiiiiie ettt 42

I 0t R o] - To 1= o o R 42



6.4.2 Ligante do receptor ativador nuclear kappa-b ...........cccoovviiiiiiiii 44

G R @ 5] (=] o] £ o [T (=1 ] = PO 45
B A @ 1S (= To Lo =1 (o] - PP 46
6.5 ANAlISE EStAtiSTICA ..vvuuveniiiii it 48
T DISCUSSAOD ..ottt ettt ettt ettt et reeaen s 51
8 CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt ettt et et e et te s v 55
REFERENCIAS ...ttt ee ettt ae e eaeeaeee e, 56



20

1 INTRODUCAO

Com o progresso que se tem feito com o desenvolvimento dos implantes
dentérios, estes encontram-se disponiveis no mercado em diferentes opcdes, de
acordo com a geometria, tipo e caracteristicas de superficie (MAZZO et al., 2012). No
entanto, ainda had a necessidade de melhorar as tecnologias desses materiais,
especialmente aquelas relacionadas a regeneracéo 6ssea (YOUNIS et al., 2010). Uma
area atual de pesquisa envolve o tratamento da superficie de implantes para
estimulacdo da osseointegracéo devido a alteragdo quimica ou micromorfolégica do
implante (LE GUEHENNEC et al., 2007).

Estudos apontam que o raloxifeno tem maior relevancia clinica para a
melhora da resposta da dindmica 6ssea, principalmente em ratas com osteoporose
induzida (FAVERANI et al., 2018), beneficiando também, pacientes com capacidade
de cicatrizacdo 6ssea reduzida, que sofrem de osteoporose e que Sado expostos a
medicamentos imunossupressores ou aqueles que foram submetidos a irradiagcdo no
combate ao cancer (HARMANKAYA et al., 2013).

O modulador seletivo do receptor estrogénio (MSRE) inibe a reabsorcéo
0ssea a curto e a longo prazo, melhorando assim a fixacdo do implante, levando a um
aumento da massa e forca 6ssea (REY et al., 2009). O Unico MSRE aprovado para o
tratamento da osteoporose é o raloxifeno (ERIKSEN, 2006).

O raloxifeno € um MSRE de segunda geracédo que esta disponivel a quase
uma década para o tratamento e prevencdo de osteoporose em mulheres na
menopausa (DELMAS et al.,, 2002; MOEN; KEATING, 2008). Este medicamento
compete com o estrégeno a nivel de receptor, agindo como agonista do estrégeno no
tecido 6sseo e como antagonista no Utero e nos tecidos mamarios (CLEMETT,;
SPENCER, 2012; HOCHNER-CELNIKIER, 1999). Os MSRE melhoram a funcao e
diferenciacdo dos osteoblastos e aumentam a apoptose dos osteoclastos (YANG et
al., 1996 e GALEA; PRICE; LANYON, 2013).

O tratamento com raloxifeno apresenta um risco-beneficio favoravel para
mulheres na menopausa que apresentam alto risco de fratura de vértebras
decorrentes da osteoporose ou cancer invasivo de mama (GRADY et al., 2010).

Estudos de tratamento de superficie em ratos que foram induzidos a
osteoporose e tratados com dois diferentes medicamentos, raloxifeno e alendronato,

chegaram a conclusdo de que os implantes realizados no grupo raloxifeno
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apresentaram melhores resultados histolégicos, de contato osso implante e de torque-
reverso (RAMALHO-FERREIRA et al., 2015), além de compensar a diminuicdo da
osseintegracdo em ratas osteoporoticos (FAVERANI et at., 2018).

Outro trabalho comparou implantes com superficie tratada com raloxifeno
e aledronato em tibia de ratos. Os autores concluiram que o grupo controle e
raloxifeno mostraram resultados semelhantes, porém o grupo raloxifeno apresentou
reducdo do tempo para osseointegracao, além de ter efeito positivo com a liberacao
local do medicamento (HARMANKAYA et al., 2013).
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2 OBJETIVO
Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta do tecido 6sseo em
funcéo da superficie modificada por raloxifeno pelo método biomimético e tratada por

duplo ataque acido em modelo padronizado em tibia de rato.
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3 MATERIAIS E METODOS
Foram analisadas 72 tibias de ratos com o total de144 implantes de 1,6 de
didmetro e 3,0 milimetros (mm) de altura (Implalife® Industria de Produtos Médico-
Odontoldgicos, Jales, Sdo Paulo, Brazil) com duas superficies diferentes:
1 — Implante de Ticp com superficie de duplo ataque acido — 72
unidades
2 — Implante de Ticp com superficie modificada a base de raloxifeno

a 1miligrama por mililitro (mg/ml) — 72 unidades.

3.1 Delineamento Experimental

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA), e foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (FOA), Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP), protocolo 2015-00612. Os mesmos animais foram enquadrados em

dois grupos experimentais (Figura 1):

FIGURA 1 - Delineamento Experimental

A. BIOMECANICA 40 Dias
GRUPO CONTROLE GCRT 8 Implantes 8 Implantes

N = 36 Animais
72 Implantes A. HISTOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA 7 15. 30 40 Dias
Superficie com 2x Ataque (inclusd fina) [
scido incluséo em parafina N = 8 Implantes
32 Implantes
A. HISTOMETRICA 7,15, 30 e 40 Dias
Tibia esquerda (inclusdo resina) 8 Implantes
32 Implantes
AMOSTRA
N= 72 Animais A. BIOMECANICA i
144 Implantes - - 40 Dias
- 8 Implantes 8 Implantes
Tibia direita A. HISTOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA
’ . N ToQ 7,15, 30 e 40 Dias
(inclusdo em parafina) 8 Implantes
32 Implantes P
GRUPO RALOXIFENO GRLX B
N = 36 Animais A. HISTOMETRICA 7,15, 30 e 40 Dias
N = 72 Implantes (incluséio resina) 8 Implantes
32 Implantes

Superficie modificada com
Raloxifeno
s

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

Grupo Controle (GCRT): implante de titanio de superficie tratada por duplo

ataque &cido foi instalado na tibia esquerda;
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Grupo Raloxifeno (GRLX): implante de titdnio com superficie modificada a

base de fosfato de calcio foi instalado na tibia direita.

3.2 Preparacdao das Superficies Teste e Controle

12 Fase: Modificacéo por acido:

Nesta fase, a superficie do implante de Ticp sofreu uma subtracdo acida
por meio de banhos em acido nitrico, sulftrico e cloridrico (Figura 2A, B e C), o qual
provoca erosdes na superficie implantar. A concentracdo dos acidos, o tempo e a
temperatura sédo fatores determinantes da microestrutura da superficie. Para o

preparo da superficie, 144 implantes de titanio serdo preparados.

FIGURA 2 - 12 Fase de modificacao por acido do GCRT e do GRLX

' Y -
e - o
£ o 0 =
)
- 9
e . _! o 0

A) Modificagao por subtracado acida em banhos de acido nitrico;
B) Acido sulfdrico; e
C) Acido cloridrico.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

22 Fase: Deposicdo de raloxifeno pelo método biomimético nos
implantes teste:

Nesta outra fase, os implantes tiveram sua superficie modificada por
raloxifeno segundo o método biomimético de modificacdo de superficie, que imita o
processo biolégico de formacdo de tecido duro em corpo (ABE, KOKUBO e
YAMAMURO 1990 e APARECIDA et al. 2005, QUEIROZ et al., 2013) em dois ciclos.
Eles foram imersos em 50 mililitros (ml) de solucdo de Hidroxido de Sodio (NaOH) 5,0
Mol Litro (Mol.L-1) em estufa por um periodo de 24 horas a 60 graus célsius (°C)
(Figura 3A e B), para a ativacao da superficie. Os implantes foram mantidos em estufa
por um periodo de 3 horas a 60°C para secagem da superficie. Posteriormente, 0s
implantes foram imersos em 300 ml de solucéo de fluido corpéreo (SFC) modificada
que simula os fluidos corpéreos por apresentar composi¢do iénica e o potencial
hidrogenibénico (pH) semelhantes ao do plasma sanguineo (Figura 4A, B, C e D) com
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1mg/ml de raloxifeno misturados pelo agitador até formar uma solugdo homogénea.
Os implantes permaneceram imersos nesta solucdo por um periodo de 4 dias, em
estufa a 37°C e pH 7.25, para se obter um recobrimento composto por raloxifeno
(Figura 5A e B). A SFC foi trocada a cada 24 horas para que seja mantida a
quantidade de ions em solucéo.

FIGURA 3 - Implantes imersos na solugdo de NaOH

A) Implantes imobilizados verticalmente imergidos pela solu¢cao de NaOH
B) Vista de perfil dos implantes na solucdo

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

FIGURA 4 - Preparacao do Simulador de Fluido Corporeo

A) Elementos quimicos utilizados no preparo o SFC;
B) Homogeneizacéo da solugdo com agitador orbita;
C) Ajuste do pH do SFC, e
D) Alcance do pH desejado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

FIGURA 5 - Implantes imersos na solugcdo de SFC com raloxifeno 1mg/ml

A) Vista superior 0s implants imeridos pel solucdo de SFC com raloxifeno 1 mg/ml;
B) Placa de petri na estufa a 37°C.)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)
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Apos esta fase, os implantes sofreram banhos:
1° Em agua oxigenada volume 10 por 4 horas, com trocas periddicas

de hora em hora.
2° Em solucéo salina fisioldgica 0,9 porcentagem (%) por 10 minutos
3° Lavagem rapida em éalcool absoluto

ApOs os banhos, os implantes foram mantidos em estufa por um periodo e

3 horas a 60°C para secagem da superficie

3.3 Procedimento Cirudrgico

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de 8
horas. A anestesia por sedacao foi realizada por administrag&o via intramuscular de
Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA,
Campinas, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de 50 & 70 miligrama por quilo (mg/Kg), e
de Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratorio Calier do Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Foi realizada em complementacdo anestésica a infiltracéo
local de solucdo de Cloridrato de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000
(Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 mililitro por

quilo (ml/Kg) na metéfise tibial.

A tibia foi acessada apds previa tricotomia da regido lateral direita e
esquerda e antissepsia pré-operatéria por friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrol
dona lodo Degermante a 10%, com 1% de povidona-iodo (PVP-l) ativo a 10%
(Riodeine®, Rioquimica, Sao José do Rio Preto) associado ao Polivinil Pirrolidona
lodo Tépico a 10%, com 1% de PVP-I ativo a 10% (Riodeine®, Rioquimica, Sao José
do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil). O cirurgido foi o mesmo em todos os procedimentos.
As cirurgias foram realizadas seguindo todos os principios de assepsia para garantir

a manutencao da cadeia séptica.

Com o auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15C (Feather Industries
Ltda, Tokyo, Japao), montada em cabo de bisturi nUumero 3 (Hu-Friedy®, German),
uma incisdo linear por planos anatdmicos de 1 centimetro (cm) foi feita na regido
lateral da metafise tibial (Figura 6A). A pele e o periésteo foram cuidadosamente
descolados e devidamente afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®,
German) o suficiente para a exposi¢cdo da porgéo lateral da metafase tibial (Figura
6B).
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Apos exposicdo do tecido 0sseo foi realizada osteotomia bi-cortical com
fresa espiral de 1,4 mm de diametro (Figura 6C e 4D) montada em contra-angulo
redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile, Sdo Paulo, Brasil), que por sua vez estava
conectado a um motor elétrico de rotacao controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®,
Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) a uma velocidade de 1500 rotacdo por minuto (rpm), sob
irrigacé&o com solucéo isotdnica de cloreto de sédio a 0,9% (Fisiolégico®, Laboratorios

Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).

Cada animal recebeu 2 implantes de titanio com travamento e estabilidade
inicial, cada um de 1,6 de diametro e 3,0 mm de altura (Implalife® Industria de
Produtos Médico- Odontolégicos, Jales, S&o Paulo, Brazil), sendo 1 em cada metafise
tibial (Figura 6E e F). Na tibia direita foi instalado um implante de 1,6 x 3,0 mm com
superficie modificada a base de raloxifeno e na tibia esquerda um implante de 1,6 x

3,0 mm com superficie com duplo ataque acido.

FIGURA 6 - Procedimento cirargico para a instalacdo dos implantes

i3

Procedimento cirargico realizado bilateralmente:
A) Apos tricotomia e antissepsia, foi realizada incisdo na regido da metéfise tibial;

B) Acesso a tibia do animal;

C) Osteotomia bicortical com fresa espiral de 1,4mm de didmetro

D) Defeito dsseo de 1,4mm criado pela fresa;

E) Instalagdo de implante de 1,6 x 3,0 mm de diametro, tratado ou ndo com raloxifeno; e
F) Vista lateral de implante instalado bicorticalmente com estabilidade inicial.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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Finalizada a instalacédo do implante, o retalho cirurgico foi reposicionado e
suturado por planos. O plano muscular foi suturado por pontos continuos simples com
fio absorvivel de Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson, S&o José dos
Campos, Sao Paulo, Brasil). No plano cutéaneo, a sutura foi por pontos interrompidos
simples com fio de Nylon 4-0 (ETHILON Nylon Suture®, Ethicon, Johnson, Sao José
dos Campos, Sao Paulo, Brasil).

No pébs-operatorio imediato os animais receberam administracao
intramuscular de Pentabiotico (0,1 ml/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas,
Sdo Paulo, Brasil) em dose uUnica e de Dipirona Sddica 50 mg/kg/dia, Ariston

Indastrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
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4 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL

A eutanasia dos espécimes foi realizada nos periodos de 7, 15, 30 e 40
dias, sendo 8 animais por periodo. A eutanasia foi realizada por dose excessiva de
anestésico para a remocao das tibias do animal com margem de 1 cm de tecido 6sseo
do implante dentario. As pecas cirargicas foram fixadas por 48 horas em formol
(Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, S&o Paulo,

Brasil) neutro a 10% tamponado.
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5 ANALISES
5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura e Espetroscopia energia

Dispersiva de Raio X

Os implantes foram analisados quanto a topografia, pré e pds-instalacédo
nas tibias dos animais, por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (MEV modelo
XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda, 97)
e finalmente, a espectrometria de energia dispersiva (EDS) foi empregada para
avaliar a formacao da pelicula de éxido e sua composicao.

5.2 Analise Biomecanica (Torque-Reverso)

No momento da eutanasia no periodo de 40 dias, os implantes foram
reabertos para exposicdo e realizacdo do torque reverso. Um monta-implante
(Implalife Industria de Produtos Médico-Odontologicos, Jales, Sdo Paulo, Brasil) foi
adaptado ao hexagono do implante e um torquimetro analégico (15-BTG, Tohnichi,
Tokyo, Japan) foi acoplado ao monta-implante. Um movimento anti-horario foi
aplicado aumentando-se o torque reverso até a rotacdo do implante no interior do
tecido 6sseo, rompendo completamente a interface osso/implante, momento em que
0 torquimetro registra o pico maximo de torque para esse rompimento, em Newton
por centimetro (N.cm). Os valores obtidos foram agrupados e submetidos a analise

estatistica.

5.3 Andlise Histolbgica
5.3.1 Processamento para Inclusdo em Parafina

Apo6s o periodo de 48 horas de fixacdo em formol, sessenta e quatro
amostras sofreram descalcificacdo em etilenodiaminotetracético (EDTA) 20%
(Reagentes Analiticos, DinAmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil),
com trocas semanais da solucdo por um periodo de 4 a 6 semanas. Ja
descalcificadas, as pecas foram desidratadas utilizando uma sequéncia de alcoois
70, 80, 90, 95, 100 I, 100 IlI, 100 Il e alcool/xilol (1:1) com trocas de hora em hora.
Apos estas etapas, realizou-se a diafanizardo com xilol (xilol | e xilol Il) com trocas a
cada 1 hora e 45 minutos para posterior inclusdo em parafina (Figura 7A,B,C,D,F,G,H

e |) para obtencdo de cortes com 5 micrometro (um) de espessura e montados em
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laminas. Algumas laminas foram separadas para a coloracdo em hematoxilina e

eosina (HE) e para as reacfes de imunoistoquimica.

FIGURA 7 - Sequéncia de remocédo do implante da peca incluida em parafina

N

Sequéncia de remocédo do implante ap6s inclusdo do espécime em parafina:
A e B) Vista superior;
C) Vista superior em maior aumento;

D, E e F) Vista de perfil do encaixe da chave para remocé&o do implante acoplada ao implante
para remogé&o por meio de movimentos rotatorios;

G) Vista de perfil do implante removido;

H) Vista de perfil em maior aumento; e

1) Vista superior da peca de parafina, do implante removido, da chave para remover implante.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

Previamente a realizagdo das analises histométrica e imunoistoquimica,
as amostras foram codificadas de maneira que somente o orientador conheceu quais
grupos pertencem. Um Unico examinador realizou as analises e 0 mesmo
desconheceu o respectivo grupo da seccéao.

ApoOs as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc., NJ, EUA),
mensuracdes foram realizadas utilizando um microscépio 6ptico (LeicaR® DMLB,
Heerbrugg, Suica) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR® DC

300F microsystems ltd, Heerbrugg, Suiga) e conectado a um microcomputador



32

Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas, ImageLab® 2000
(Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontéario, Canada). As imagens
digitalizadas foram gravadas em arquivos Joint Photographics Experts Group (JPEG)
e posteriormente analisadas e projetadas na tela de um monitor Samsung
(SyncMaster 3Ne, 15 polegadas). Os dados obtidos nas analises foram
transformados em valores absolutos de pixels, para valores porcentuais relativos, de

modo a minimizar a interferéncia da diferenca do tamanho do negativo.

5.4 Andlise Histométrica

Apés as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.), mensuracdes
foram realizadas utilizando um microscopio Optico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR® DC 300F
microsystems Ltda., Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador
Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas, ImageLab® 2000
(Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens
digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente
analisadas e projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15
polegadas).

Foi avaliada a area de tecido 06sseo presente na regidao do implante
instalado na metéfise tibial. Os dados obtidos nas analises foram transformados em
valores absolutos, de pixels, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar
a interferéncia da diferenca do tamanho do negativo.

As andlises histométricas foram realizadas por meio do software de
analise de imagens ImageJ Java 1.8 (Figura 8 A, B, C e D). Foram utilizadas as
imagens obtidas em aumento de 400x e calculada, em porcentagem, a area de tecido
0sseo presente (AO) entre as 3 espiras mais coronarias, localizadas em osso cortical
em cada lado do implante. Foram calculadas, em porcentagem, a extensao linear de
contato entre tecido 6sseo de superficie do implante (ELCOI) e a area Ossea
neoformada (AON), compreendendo a area medular da tibia na regido implantada.
Os valores de ELCOI e AON foram comparados para cada grupo entre si, nos trés
periodos de eutanasia (15, 30 e 40 dias) e para os diferentes grupos em cada periodo

de avaliacéo.
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FIGURA 8 - Sequéncia da selecdo da area de interesse do implante por meio do uso
do programa ImageJ

A) Vista da area interface osso/implante selecionada para a analise histolégica;
B) Selecéo de espira pelo programa ImageJ;

C) Caélculo da area total da espira;

D) Célculo da area 6ssea neoformada por meio da sele¢éo do seu contorno

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

5.5 Analise Iminoistoquimica

Para esta analise foram utilizadas laminas separadas durante o
processamento de inclusdo em parafina. Os anticorpos primarios utilizados foram
contra Osteoprotegerina (OPG) (OPG, Goat anti-opg SC21038 — Santa Cruz
Biotecnology, Califérnia, Estados Unidos da América), ligante do receptor ativador
nuclear kappa B (RANK-L) (Goat anti- rankl SC7627 — Santa Cruz Biotecnology,
Califérnia, Estados Unidos da Ameérica), Osteocalcina (OC) (OC, Goat anti-
0cSC18319 — Santa Cruz Biotecnology, Califérnia, Estados Unidos da América) e
Colageno-I (COL-1) (Goat anti-COL-I SC8788 — Santa Cruz Biotecnology, Califérnia,
Estados Unidos da América). O método de deteccao usado foi por imunoperoxidase,
utilizando como cromégeno a 3,3 diaminobenzidina (DAB — Sigma, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos da América).

O anticorpo secundario biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em
burro (donkey) (Biotin-SP-AffiniPure, donkey anti-goat imunoglobulina E 705065147—
Jackson Immunoresearch Laboratories, Pensilvania, Estados Unidos da América).
Foram realizados procedimentos de controle por meio da omissao dos anticorpos
primérios (controle negativo), utilizando-se a incubag¢do com soro normal de burro a
5%, para avaliar a especificidade e efetividade das reacgdes.

Os cortes foram analisados em microscopio oOptico (LeicaR® DMLB,

Heerbrugg, Suica) bem como a expresséo das proteinas OPG, RANKL, OC e COL-
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1, acoplado a uma camera de captura de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica
microsystems, Heerbrugg, Suica) e conectado a um microcomputador Pentium llI
com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box®,
Leica Imaging Manager -IM50 Demo Software, Leica microsystems, Heerbrugg,
Suica). Foram utilizados escores para as células marcadas em areas determinadas,
gue sabidamente estdo envolvidas na dinamica do tecido 0sseo.

Para facilitar a comparacdo entre os diferentes grupos e periodos, 0s
escores da andlise imunoistoquimica foram convertidos em frequéncias de médias
percentuais de acordo com o periodo de avaliacéo, para ambos os grupos (Quadro
1). O avaliador desconheceu o grupo pertencente a cada defeito 6sseo, para evitar

tendenciosidade durante a analise.

QUADRO 1 - Escores e frequéncia de porcentagem para andlise de imunoistoquimica

Quantidade de Marcacgéao Escore Correspondente em %
Auséncia de marcacdo - 0%
Marcacdo positiva + 20% (Entre 10 a 30%)
Marcacdo superpositiva ++ 60% (Entre 50 a 70%)
Marcacdo hiperpositiva ++ 90% (Entre 80 a 100%)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

5.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida por meio da comparacao entre o grupo
controle e o tratado. Os testes foram conduzidos através de software Sigma Plot 12.0
(San Jose, California, PA, Estados Unidos da América), sendo realizados o teste T
com pos teste Mann-Whitney para os valores do torque-reverso e analise de
variancia (ANOVA) 2 fatores, com pos teste Tukey para os valores da AON e ELCOI,
utilizados para analise estatistica em estudos na area de saude, com relevancia de
(p < 0.05).
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6 RESULTADOS

6.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva
de Raios X

A MEV revela no grupo controle uma superficie rugosa, porém mais
homogénea, com estrutura mais espessa (Figura 9 A e C). Enquanto a superficie do
grupo tratado se apresenta mais rugosa, com particulas de raloxifeno depositadas
entre as espiras (Figura 9 B e D).

AT 5000 SoreAetty -5
WO A0em  Mege 420KX - 7.

'R

A) Regido cervical do implante do GCRT;
B) Regido cervical do implante do GRLX;
C) Vista em maior aumento da regiéo cervical do implante do GCRT;
D) Vista em maior aumento da regido cervical do implante do GRLX.

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2018)

Na analise topogréafica foi possivel observar grande quantidade de
elementos na superficie tratada com Raloxifeno, além do titanio. Como oxigénio (O),
Célcio (Ca), Cloro (Cl), Sédio (Na), Fosforo (P), Enxofre (S) (Figura 10A). Diferente
do grupo controle, o qual mostrou a presencga de 100% de titanio na superficie (Figura
10B). Isso se deve ao tipo de tratamento, pelo tratamento com raloxifeno adicionar

particulas na superficie do implante, enquanto o tratamento com duplo ataque acido
ocorre por subtracédo de substancia.
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FIGURA 10 - EDR dos GCRT (A) e GRLX (B)

0 1 2 3 - 5 6 7 B 2 10 0s 1 15 2 25 3 35 - 45 5 5%
Ml Scake 70142 g CQursor 0041 (BS5cCs) keV  Full Scaie S265 cts Curecr: D.000 kev

Energia Dispersiva de Raios X com destaque aos elementos quimicos:
A) Encontrados na superficie do implante do GCRT; e
B) Encontraods na superficie dos implantes do GRLX.

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2018)

6.2 Andlise Biomecéanica (Torque Reverso)

Adotando o nivel de significancia (p) p < 0,05. Nao foi observada diferenca
estatistica (p=0,130) para os valores de torque reverso entre o0s GCRT e GRLX para
o tempo de 40 dias (Gréfico 1) (Quadro 2).

GRAFICO 1 - Torque Reverso do GCRT e do GRLX aos 40 dias de eutanasia

Torque-Reverso (N.cm)

0

CRT

RLX

40 dias

6,25

4,75

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)
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QUADRO 2 - Analise estatistica da analise de torque-reverso para 0s GCRT e GRLX
aos 40 dias de eutanésia

Periodo de Eutanasia GCRT GRLX p
40 Dias 6,25 4,75 0,13

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

Valores médios do torque reverso para os GCRT e tratado GRLX, néo

apresentaram diferenca estatistica significante (p>0,05).

6.3 Analise Histologica

Nao foi observado processo inflamatério exarcebado associado ao

raloxifeno em qualquer um dos periodos.

6.3.1 Grupo controle

No periodo de 7 dias observa-se, na interface osso/implante,
principalmente tecido conjuntivo e matriz osteoide sendo depositada de forma
homogénea na regido de vale, entre as espiras, formacgéo de trabéculas ésseas finas,
principalmente na regido cortical, pouca formacao de tecido 6sseo em area medular.
Além disto nota-se a presenca de poucos vasos sanguineos, entre a regiao de espiras,
com um entremeado de tecido conjuntivo e pouco tecido 6sseo neoformado,

evidenciando o inicio da angiogénese (Figura 11).

FIGURA 11 - Histolégico do periodo 7 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

neoformado. Objetiva 40x coloragédo HE.

B Tecido Conjuntivo
] Vaso Sanguineo

[l Tecido Osseo Neoformado
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No periodo de 15 dias observa-se a formacéao de trabéculas mais espessas,
em comparacdo ao periodo anterior, principalmente na regido da interface
osso/implante, apresentando matriz osteoide entremeada as &reas de tecido 0sseo
neoformado, que por sua vez, apresenta-se com inumeras células osteoblasticas e
osteoclastos na periferia, indicando remodelacédo do tecido. Além disto € possivel
notar o aumento do acumulo de vasos sanguineos em tecido conjuntivo, o qual esta

passando pelo processo de mineralizagao (Figura 12).

FIGURA 12 - Histoldgico do periodo 15 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

neoformado. Objetiva 40x coloragédo HE.

= Tecido Conjuntivo
I Vaso Sanguineo

[l Tecido Osseo Neoformado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

O periodo de 30 dias é caracterizado pela fase de maior taxa de
remodelacdo éssea, com isso, pode-se destacar a presenca de tecido 6sseo disposto
em finas trabéculas na regido de superficie da interface osso/implante com células
osteoblasticas, tendo maior prevaléncia de tecido conjuntivo frouxo localizado sob
esta camada de tecido 6sseo neoformado, com iniUmeros osteoclastos localizados na
interface da area de tecido 6sseo. Assim como também apresentou vasos sanguineos

calibrosos entremeados em tecidos 6sseo e conjuntivo, de forma dispersa (Figura 13).
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FIGURA 13 - Histoldgico do periodo 30 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

neoformado. Objetiva 40x coloragédo HE.

B Tecido Conjuntivo
I Vaso Sanguineo

[l Tecido Osseo Neoformado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

Aos 40 dias observa-se maior prevaléncia de tecido 6sseo, evidenciando
uma formacdo mais madura desse tecido, quando comparado aos outros periodos,
com menor expressao de tecido conjuntivo, entre as espiras, com a presenca de vasos
sanguineos e matriz osteoide entremeada em regides de tecido 6sseo, que por sua
vez, possui inumeros osteoblastos, principalmente na area de interface osso/implante
(Figura 14).

FIGURA 14 - Histologico do periodo 40 dias do GCRT, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40x coloragédo HE.
J Tecido Conjuntivo
] Vaso Sanguineo
Il Tecido Osseo Neoformado

L NEONS S B
A B SR P e (i

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)
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6.3.2 Grupo modificado por raloxifeno

No periodo de 7 dias observa-se na regido de interface osso/implante a
presenca de tecido conjuntivo, com aglomerados de vasos sanguineos e matriz
osteoide disposta de forma homogénea contornando a regido periférica da interface
osso/implante. Quando observado as areas 0sseas neoformadas, estas apresentam-

se com finas trabéculas entremeadas no tecido conjuntivo (Figura 15).

FIGURA 15 - Histolégico do periodo 7 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

neoformado. Objetiva 40x coloragao HE.
B Tecido Conjuntivo

[ Vaso Sanguineo
[l Tecido Osseo Neoformado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

Aos 15 dias observa-se maior expressao de trabéculas 6sseas, sendo mais
espessas quando comparadas com o periodo anterior, e com presenca de
osteoblastos e ostedcitos em sua por¢cdo mais interna, dispondo-se de forma
entremeada ao tecido conjuntivo, que por sua vez, apresenta-se Com maior expressao
de vasos sanguineos dispersos em toda a regido do delta entre as espiras, inclusive
abaixo da regido do vale do implante e com a presencga de matriz osteoide entre o

tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo (Figura 16).
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FIGURA 16 - Histolégico do periodo 15 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

i Tecido Conjuntivo neoformado. Objetiva 40x coloragédo HE.

[ Vaso Sanguineo
[l Tecido Osseo Neoformado

s s _..,.}' ) 7
Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

No periodo de 30 dias observa-se maior expressao de trabéculas 6sseas
neoformadas e matriz de osteoide disposta tanto na regido de interface osso implante
guanto entremeado no tecido conjuntivo, principalmente em regido medular. Assim
como também é possivel notar, no tecido conjuntivo, maior prevaléncia de vasos

sanguineos (Figura 17).

FIGURA 17 - Histol6gico do periodo 30 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a

identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo

- Tecido Conjuntivo neoformado. Objetiva 40x coloragéo HE.
J Vaso Sanguineo
[l Tecido Osseo Neoformado
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Aos 40 dias observa-se trabéculas 60sseas mais espessas, com caracteristicas
de tecido mais maduro na regido cortical. Porém, na regido medular, ainda existe
grande quantidade de tecido conjuntivo, com formacdo 6ssea apenas na interface
osso/implante na maioria das amostras. Porém, o tecido conjuntivo presente entre as
espiras se apresenta de forma mais densa e mais organizada, quando comparado ao
grupo controle. Além disso, ha a presenca de vasos sanguineos calibrosos em meio

ao tecido 6sseo. (Figura 18).

Figura 18 - Histolégico do periodo 40 dias do GRLX, com legenda auxiliar para a
identificacdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e do tecido 6sseo
neoformado. Objetiva 40x coloragéao HE.

I Tecido Conjuntivo
I Vaso Sanguineo

[ Tecido Osseo Neoformado

6.4 Analise Imunoistoquimica

Foram selecionados os periodos de 15, 30 e 40 dias dos GCRT e GRLX
para a andlise imunoistoquimica. Nao foram utilizadas as laminas do periodo de 7

dias, pois ndo acrescentariam diferencas significativas.

6.4.1 Colageno

A imunomarcacao para COL-1, nos periodos de 15 e 30 dias do GCRT,
apresentou-se leve, em contrapartida no GRLX apresentou-se moderado. Neste
contexto, é importante salientar a ativacdo proteica destes periodos iniciais,

proliferativos, e de remodelacdo dado pelo GRLX, apresentando uma linhagem de
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osteoblastos e matriz de tecido conjuntivo expressiva. Visto que apenas no periodo
de 40 dias, ambos 0s grupos apresentaram imunomarcacao semelhantes, de leve a
moderada. Com isso, destaca-se o comportamento do GRLX, em que houve o
aumento da linhagem de osteoblastos e de matriz conjuntiva. Ja em relacdo ao GCRT
€ dado um ponto de equilibrio do metabolismo 6sseo dentro deste intervalo de tempo,
no qual os osteoblastos se encontram concentrados na regido mais interna entre as

espiras do implante (Figura 19).

FIGURA 19 - Laminas marcadas pela proteina COL-I nos periodos de eutanasia 15, 30
e 40 dias do GCTR e do GRLX

Padrdo Adotado para Imunomarcacao:

> m) Leve
m) =) m) Leve & Moderado

A) GCRT aos 15 dias apresentou imunomarcacao leve;

B) GCRT aos 30 dias apresentou imunomarcacao leve;

C) GCRT aos 40 dias apresentou imunomarcacéo de leve a moderada;
D) GRLX aos 15 dias apresentou imunomarcacao moderada;

E) GRLX aos 30 dias apresentou imunomarcacdo moderada, e

F) GRLX aos 40 dias apresentou imunomarcacao e leve a moderada.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)
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6.4.2 Ligante do receptor ativador nuclear kappa b

A imunomarcacdo dos periodos de 15, 30 e 40 dias apresentaram-se
distintas entre os grupos estudos. Visto que o comportamento do GCRT apresentou
iImunomarcacao leve aos 15 e de leve a moderada aos 30 dias. Em contra partida ao
analisar o GRLX, a imunomarcao apresentou-se moderado em ambos periodos.

Por fim aos 40 dias o GCRT apontou imunomarcacéao de leve a moderado
e 0 GRLX leve, resultando na marcacgdo positiva na matriz extracelular e nas células
da linhagem osteoblastica (Figura 20).

FIGURA 20 - Laminas marcadas pela proteina RANK-L nos periodos de eutanasia 15,
30 e40dias do GCTR e do GRLX
Padrdo Adotado para Imunomarcacao:
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A) GCRT aos 15 dias apresentou imunomarcacao leve;

B) GCRT aos 30 dias apresentou imunomarcacédo de leve a moderado;
C) GCRT aos 40 dias apresentou imunomarcacgéo de leve a moderado;
D) GRLX aos 15 dias apresentou imunomarcacdo moderada;

E) GRLX aos 30 dias apresentou imunomarcacdo moderada e

F) GRLX aos 40 dias apresentou imunomarcacao leve.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)



6.4.3 Osteoprogesterina

Nos periodos de 15 dias a imunomarcacéo para OPG apresentou-se leve

em ambos os grupos estudados e os 30 dias a imunomarcacgao para OPG apresentou-

se moderada para ambos os grupos.

No entanto, aos 40 dias, enquanto o GCRT mostrou uma imunomarcacao

moderada, o GRLX apresentou imunomarcacao leve. Com isso, tem-se que 0s scores

dos periodos de 15 e 40 dias do GRLX apresentaram imunomarcacdo leve,

corroborando assim com a analise histolégica realizada, mostrando pouco tecido

mineralizado (Figura 21).

FIGURA 21 - Laminas marcadas pela proteina OPG nos periodos de eutanéasia 15, 30 e

40 dias dos GCTR e GRLX
Padrdo Adotado para Imunomarcacao:

> m) Leve
- » » Leve & Moderado
‘ ‘ ‘ » Moderado

»": "}, A\
b

GCRT aos 15 dias apresentou imunomarcacéo leve;

GCRT aos 30 dias apresentou imunomarca¢do moderada;

GCRT aos 40 dias apresentou imunomarca¢gdo moderada imunomarcacao;
GRLX aos 15 dias apresentou imunomarcacao leve;

GRLX aos 30 dias apresentou imunomarcacdo moderada; e

GRLX aos 40 dias apresentou imunomarcacéo leve.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)
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6.4.4 Osteocalcina

No periodo de 15 dias o0 GCRT apresentou imunomarcacéo leve, enquanto
0 GRLX moderada. Em sequéncia, aos 30 dias, o GCRT apresentou imunomarcacao
moderada e o GRLX leve a moderada. Por fim, aos 40 dias, o GCRT mostrou
imunomarcacao leve a moderado e o GRLX leve.

Ao avaliar o comportamento do GRLX, visando a imunomarcagao da OC,
tem-se que este grupo revela ter uma resposta rapida para a ativacdo celular dos
osteoblastos, porém, com acao a longo prazo quando comparado com o GCRT. Este
resultado leva a entender a razdo da nao-significancia estatistica quando realizado a
analise por torque-reverso, pois havia pouco tecido mineralizado sendo marcado aos

40 dias pelo GRLX, ndo destacando-se em relacdo ao GCRT (Figura 22).
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FIGURA 22 - Laminas marcadas pela proteina OC nos periodos de eutanasia 15, 30 e
40 dias do GCTR e do GRLX
Padrdo Adotado para Imunomarcacao:
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A) GCRT aos 15 dias apresentou imunomarcacao leve;

B) GCRT aos 30 dias apresentou imunomarcacao moderado;

C) GCRT aos 40 dias apresentou imunomarcacgéo de leve a moderado;
D) GRLX aos 15 dias apresentou imunomarcacao moderada;

E) GRLX aos 30 dias apresentou imunomarcacao leve a moderada; e
F) GRLX aos 40 dias apresentou imunomarcacao e leve.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

Nos periodos selecionados 15, 30 e 40 dias dos grupos estudados para a
analise imunoistoquimica, pode-se resumir 0s escores em um quadro de

imunomarcacao (Quadro 3).
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QUADRO 3 - Escores da andlise de imunoistoquimica nos periodos de 15,30 e 40 dias
do GCRT e do GRLX

Anticorpos Analisados CoL-1 RANK-L OPG o]
Grupos CRT RLX CRT RLX CRT RLX CRT RLX
15 dias Leve Moderado Leve Moderado Leve Leve Leve Moderado
. L L
Periodo de| 30 dias Leve Moderado evea Moderado | Moderado |Moderado| Moderado evea
. Moderado Moderado

Eutanasia ] ] ] ]

40 dias evea evea evea Leve Moderado Leve evea Leve

Moderado | Moderado | Moderado Moderado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018)

6.5 Analise Estatistica

Apls a realizacdo da histomorfometria, os dados foram submetidos a

andlise estatistica. Por meio dos dados submetidos & analise da AON, foi possivel

observar, na comparacdo entre os grupos, diferenca estatistica entre os GCRT e
GRLX durante os periodos de 7 (p=0,005) e 40 dias (p=0,04).

J& na comparacao intergrupo, foi possivel observar diferenca estatistica

significante entre os periodos 7, 15 e 30 quando comparados aos 40 dias para 0 GCRT

e no GRLX, entre os periodos 15, 30 e 40 quando comparados aos 7 dias (Grafico 2)

(Tabela 1).
GRAFICO 2 - Valores AON do GCRT e do GRLX
AON
30
25
20
15 { {
10 {
5 ‘|’
0
7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 40 DIAS
B GCRT 10,036 14,998 21,441
GRLX 3,066 10,763 16,494
B GCRT ® GRLX

Fonte: Software Sigma Plot 12.0 (San Jose, California, PA, Estados Unidos da América)
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TABELA 1 - Andlise comparativa da AON em percentagem

) GCRT GRLX
Periods Mean + SD Mean + SD p value
7 days 0,20+ 0,28 0,02 + 0,025 < 0,005*
15 days 0,120 +0,03* 0,16 +0,15%° <0,526
30 days 0,15+0,27 % 0,10 + 0,065 <0,078
40 days 0,17 +0,05 0,15 + 0,138 <0,040%*
p value <0,046* <0,046*

* Statistically significant value (p < 0.05 by ANOVA TWO AWAY test). A and B: shows the difference between the
groups in the same period (p < 0.05 by Tukey test); a, b and c: shows the difference between the period in the same
group (p < 0.05 by Tukey test). MD = mean; SD = standard deviation;

Fonte: Software Sigma Plot 12.0 (San Jose, California, PA, Estados Unidos da América)

Para os dados submetidos a analise de ELCOI, foi possivel observar
diferenca estatistica significante no GRLX, entre os periodos de 15 e 7 dias (p=0,03).
Além disso, na comparacdo entre os dois grupos, observou-se diferenca estatistica
durante o periodo de 7 dias (p<0,001). Os periodos de 15, 30 e 40 dias nao

apresentaram diferenca estatisticamente significante (p=0,005) (Grafico 3) (Tabela 2).

GRAFICO 3 - Valores ELCOI do GCRT e do GRLX

ELCOI

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

-0,05
7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 40 DIAS

B GCRT 0,202 0,12 0,15 0,174
GRLX 0,0218 0,166 0,103 0,147

B GCRT m GRLX

Fonte: Software Sigma Plot 12.0 (San Jose, California, PA, Estados Unidos da América)
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TABELA 2 - Andlise comparativa do ELCOI em percentagem

. GCRT GRLX
Periods Mean + SD Mean + SD P value
7 days 10,04 + 8,15 3,07 £ 2,028 <0,001*
15 days 12,66 + 2,82%° 14,16 + 4,758 <0,362
30 days 14,99 + 5,09%° 10,76 * 6,808¢ <0,354
40 days 21,44 £ 5,234 16,49 + 7,578 <0,601
p value <0,003* <0,003*

* Statistically significant value (p < 0.05 by ANOVA TWO AWAY test). A and B: shows the difference between the

groups in the same period (p < 0.05 by Tukey test); a, b and c: shows the difference between the period in the same
group (p < 0.05 by Tukey test). MD = mean; SD = standard deviation;

Fonte: Software Sigma Plot 12.0 (San Jose, California, PA, Estados Unidos da América)
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa, referente a modificacdo de
superficie de implantes de Ticp, foram esclarecedores para entender o
comportamento do raloxifeno em individuos normofisiologicos. Visando, de fato,
compreender se este medicamento poderia alterar o processo de neoformacéo
O0ssea, como proposto na literatura, em situacbes com alteracdes sistémicas
(APOSTU et al., 2017).

De acordo com as hipoteses deste trabalho, é possivel afirmar que os
resultados qualitativos e quantitativos, de forma geral, dos grupos estudados, néo
apresentaram grande discrepancia entre si.

As andlises de espectrometria recentemente encontradas na literatura
indicam que o raloxifeno promove a liberacdo de componentes quimicos de a¢ao local
como: Carbono (C), O, P, Ca e Na (SILVA, 2018), além de S e Nitrogénio (N)
(HARMANKAYA et al., 2013). Corroborando com estes resultados, este estudo
apresentou os elementos quimicos: Na, O, Ca, P e S; e em aditivo: Cl. Sendo que a
presenca de S comprova a adesdo bem-sucedida do medicamento, com liberacéo
progressiva do raloxifeno (HARMANKAYA et al., 2013).

Além da composigéo quimica da superficie do implante, a caracterizacao
topogréfica favorece a proliferacdo celular devido a maior porosidade
(HARMANKAYA et al., 2013). Da mesma forma, a topografia de superficie apresentou
maior porosidade no grupo modificado por raloxifeno em relagdo ao grupo controle,
corroborando com a literatura. Além disso, em maior aumento, é possivel observar a
deposicao de particulas de raloxifeno na superficie dos implantes modificados.

Os parametros referentes a andlise biomecanica, disponiveis em demais
estudos, revelam que os ratos correspondentes ao grupo tratado sistemicamente com
raloxifeno, nos quais, foram induzidos a osteoporose, ndo apresentaram valores
estatisticos significantes (p> 0,05) em relagcdo ao grupo controle, no qual néo foi
induzido osteoporose, (RAMALHO-FERREIRA, 2014; RAMALHO-FERREIRA et al.,
2015) o que corrobora com os resultados do presente trabalho, que por sua vez, néo
testou animais sistemicamente comprometidos e nédo apresentou diferenca estatistica
de torque-reverso entre 0 GCRT e GRLX aos 40 dias. Em justificativa, a analise de
imunoistoquimica apresenta alteracdo da marcacédo para a OC aos 40 dias, em que

0 GRLX denota imunomarcacao leve, enquanto o GCRT de leve a moderada. Ou
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seja, o GCRT, neste periodo, apresentou maior quantidade de matriz 6ssea
mineralizada, influenciando em valores superiores aos do GRLX na andlise de torque-
reverso.

Contudo, vale salientar que também é encontrado na literatura melhores
resultados de torque-reverso do grupo raloxifeno em relagcdo aos demais grupos
estudados, (HARMANKAYA et al.; 2013 e FAVERANI et al., 2018), logo é
fundamental a realizacdo de novos estudos para ratificar esta analise.

Na andlise histomorfométrica observou-se que ao comparar o GCRT e o
GRLX para os valores obtidos de AON, tanto o periodo de 7 dias como o periodo de
40 dias, apresentaram diferenca estatistica de (p=0,005) e (p=0,04). Assim como, no
GRLX os periodos de 15, 30 e 40 dias, apresentaram diferenca estatistica em relagéo
aos 7 dias. Visto que na fase inicial o GRLX se destaca por possuir maior quantidade
de tecido conjuntivo em relacdo ao GCRT. Diante disto, a literatura traz que o grupo
modificado por raloxifeno e o grupo controle, apresentaram melhores resultados
histologicos, de neoformacdo 6ssea em regides de reparo 0sseo, em relagdo aos
demais grupos estudados (RAMALHO-FERREIRA, 2014; RAMALHO-FERREIRA et
al., 2015; FAVERANI et al., 2018). Em contrapartida, ha também estudos que relatam
gue o alendronato obteve melhores resultados no quesito area 6ssea neoformada,
sendo superior ao grupo raloxifeno, e este foi superior ao grupo controle
(HARMANKAYA et al.; 2013).

O fato de que o GRLX apresentou mais areas de tecido conjuntivo em
relacdo ao GCRT, corrobora com a diferenca estatistica na analise de ELCOI entre o
GCRT e GRLX, no periodo de 7 dias. Além disso, o0 GRLX apresentou diferenca
estatistica (p=0,03) entre suas amostras de 7 e 15 dias, indicando que houve um
aumento consideravel da corticalizagéo 0ssea, apesar de néo ter diferenca estatistica
com o GCRT em nenhum dos periodos apés os 7 dias, apresentando no fim,
resultados semelhantes. No entanto, a literatura traz resultados distintos, pois
pesquisas revelam que a superficie de contato na area osso/implante do grupo
modificado por raloxifeno, em ratas com osteoporose induzida, apresenta valores
superiores ou semelhantes em relagdo ao grupo controle (HARMANKAYA et al.,
2013; RAMALHO-FERREIRA, 2014, RAMALHO-FERREIRA et al, 2015 e
FAVERANI et al., 2018).

A andlise de imunoistoquimica indica a atividade do metabolismo 0sseo,
em outras palavras do seu turnover (FAVERANI et al., 2018; LUVIZUTO et al., 2010;



53

RAMALHO-FERREIRA, 2014, RAMALHO-FERREIRA et al., 2015). Pode-se afirmar
que o GRLX teve rapida ativacdo proteica em relacdo ao GCRT, devido a
imunomarcacao do GRLX ter sido moderada dos anticorpos OC, RANKL e COL-1 no
periodo de 15 dias, e do GCRT imunomarcacao leve. O que d& créditos a acdo do
raloxifeno em capacidade neoformadora.

No entanto, durante os periodos abordados na analise de
imunoistoquimica é possivel afirmar que o GCRT teve maior formacdo de tecido
mineralizado em relacdo ao GRLX, em razdo da imunomarcacao do anticorpo OC,
gue € a principal proteina ndo colagenosa da matriz extracelular do tecido ésseo que
caracteriza seu estado de mineralizacéo e seu estagio de maturidade (FAVERANI et
al., 2018), que no GRLX, apontou uma regressdo do processo de mineralizagéo,
concordando com a analise histolégica e histométrica para os valores de AON aos
40.

Além disso, de acordo com a literatura, partindo do enfoque comparativo
entre OPG e RANKL, ha evidéncia de que quando had o predominio da
imunomarcacao do anticorpo OPG a resposta tecidual tende para formacéo 6ssea e
guando h&a o predominio de RANKL tende para resposta de reabsorcdo Ossea. Ja
guando ndo ha predominancia, na imunomarcacdo, entre os anticorpos OPG e
RANKL, pode-se afirmar que o grupo alcancou o equilibrio de remodelacédo 6ssea
(YOGUI et al. 2013; RAMALHO-FERREIRA, 2014 e FAVERANI et al., 2018). Diante
estes critérios de avaliacdo pode-se deduzir que o GRLX alcancou o equilibrio na taxa
de remodelacéo 6ssea nos periodos de 30 e 40 dias, ao contrario do GCRT, que teve
destaque na imunomarcacdo dos anticorpos OPG, indicando que houve maior
neoformacédo 0ssea, o0 que reforca a diferenca estatistica da analise de AON entre os
grupos ao 40 dias.

O GRLX apresentou-se equivalente ao GCRT, aos 40 dias, na analise de
ELCOI, indicando que no quesito corticalizacdo de superficie ambos tiveram
comportamento equivalente, no entanto, em geral, 0o GRLX ainda n&o alcancou o seu
platdé de neoformacéo 6ssea, como foi evidenciado pelo GCRT. As imunomarcacoes
do GRLX de RANKL e OPG apresentaram-se leve, indicando que se alcangou o
turnover ésseo (YOGUI et al. 2013), além disso o aumento da imunomarcacdo do
COL-1 contribui na mediacao da cascata de sinal para a expresséo de osteoblastos
maduros e para a mineralizacdo da matriz extracelular (SAINO et al., 2011), que foi

observado ao longo dos periodos estudados na analise de imunoistoquimica do
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GRLX, mantendo moderado aos 15 e 30 dias e de leve a moderado aos 40 dias.
Sendo assim, este resultado indica que a formacgéo 0ssea ocorrera em tempos mais
tardios, alcancado a sua maturacao 0ssea a longo prazo (HUPP R.J.; ELLIS-III E.; e
TUCKER M.R. 2009).

Diante dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o estudo abre viés para
novas analises, para de fato, evidenciar se a longo prazo havera divergéncias entre
0S grupos estudados. Visto que € preciso avaliar mudancas dinamicas na
remodelacdo 6ssea ao redor da superficie do implante de forma mais clara e precisa,
trazendo assim, uma visdo mais completa integrando as analises ja realizadas, além

de reiterar com a literatura.
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8 CONCLUSAO

Com isso, € possivel concluir que o raloxifeno, utilizado para
modificacdo da superficie do implante, apresentou caracteristicas de neoformacao
0ssea ao redor do implante, porém com a quantidade formada sendo semelhante ao
grupo controle. Isso mostra que existe a necessidade de outros estudos para
entendermos com mais precisao o mecanismo de acao do raloxifeno e sua aplicagéo

local.
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