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RESUMO

MACEDO, LG. Reconstru¢cdes Osseas com diferentes formulagcdes do
Cerabone® associado ao Raloxifeno pela Rota Sonoquimica: caracterizacdo
histolégica e imunoistoquimica em calvaria de ratos. 2024. Trabalho de
Concluséo de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Aracatuba, 2024.

O uso de substitutos 6sseos é amplamente consolidado em perdas 0sseas. Através
da funcionalizagdo € possivel promover a melhora destes substitutos, a partir da
introducdo de moléculas bioativas que atuam diretamente nas células ésseas,
desencadeando respostas favoraveis ao processo de reparo tecidual. Bons resultados
nesse reparo tém sido encontrados com a incorporacéo do raloxifeno a biomateriais,
utilizando o processo da sonicacao. O objetivo deste projeto foi avaliar, por meio de
analise histomorfométrica, imunoistoquimica e microtomografia computadorizada,
uma alteracéo de superficie, através da homogeinizacao e funcionalizagcdo promovida
no Biomaterial Cerabone® combinado ao Raloxifeno através do método de sonicacao
guimica, em calvarias de ratos. Para tal, 96 ratos machos tiveram um defeito 6sseo
induzido na calvaria, onde o biomaterial foi utilizado como enxerto. Os animais foram
divididos aleatoriamente em 06 grupos (n=16), de acordo com o material de enxerto,
Grupo 01 (Coagulo), Grupo 02 (Cerabone®), Grupo 03 (Cerabone® sonicado), Grupo
04 (Cerabone® e Raloxifeno sonicados), Grupo 05 (Cerabone® e veiculo gel), Grupo
06 (Cerabone® e gel Raloxifeno). Apés um periodo de 14 e 28 dias pds-cirargicos foi
realizada a eutanasia dos animais para a remocdo dos espécimes, que foram
processados e submetidos a andalise de microtomografia computadorizada e andlise
histolégica. Os dados obtidos foram submetidos a curva de normalidade para
determinacao do teste estatistico adequado no software GraphPad Prism 7.03, com
adocao do nivel de significancia P<0,05. Os resultados mostraram que Cerabone®
Sonicado e o Cerabone® associado ao veiculo gel mostraram desempenho superior
guando comparado com o grupo em que foi utilizado apenas coagulo ou Cerabone®

puro para a regeneracao éssea.

Palavras-chave: biomaterial; regeneracdo 6ssea; substitutos sseos; ultrassom.



ABSTRACT

MACEDO, LG. Bone Reconstructions with different formulations of Cerabone®
associated with Raloxifene via the Sonochemical Route: histological and
immunohistochemical characterization in rat calvaria. 2024. Undergraduate
Thesis — Faculty of Dentistry, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Aracatuba,
2024.

The use of bone substitutes is largely consolidated in bone loss. Through
functionalization, it is possible to promote the improvement of these substitutes, from
the introduction of bioactive molecules that act directly on bone cells, triggering
favorable responses to the tissue repair process. Good results in this repair have been
found with the incorporation of raloxifene to biomaterials, using the sonication process.
The objective of this project was to evaluate, through histomorphometric,
immunohistochemical and computerized microtomography analysis, a surface
alteration, through the homogenization and functionalization promoted in the
Biomaterial Cerabone® combined with Raloxifene through the method of chemical
sonication, in rat calvaries. For this, 96 male rats had a bone defect induced in the
calvaria, where the biomaterial was used as a graft. The animals were randomly
divided into 06 groups (n=16), according to the graft material, Group 01 (Clot), Group
02 (Cerabone®), Group 03 (Cerabone® sonicated), Group 04 (Cerabone® and
Raloxifene sonicated), Group 05 (Cerabone® and gel vehicle), Group 06 (Cerabone®
and Raloxifene gel). After a period of 14 and 28 days after surgery, the animals were
euthanized to remove the specimens, which were processed and submitted to
computerized microtomography and histological analysis. The data obtained was
submitted to a normality curve to determine the appropriate statistical test in the
GraphPad Prism 7.03 software, with the adoption of the significance level P <0.05.
Results showed that Cerabone® sonicated and Cerabone® associated with the gel
vehicle showed superior performance when compared with the group in which only clot

or pure Cerabone® was used for bone regeneration.

Keywords: Biocompatible Materials; Bone Regeneration; Bone Substitutes;

Ultrasonic Therapy.
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1 INTRODUCAO

A perda dentéria estd associada a uma saude bucal precaria, sendo capaz de causar impactos
fisiolégicos, sociais e psicoldgicos (1). Fisiologicamente, ocorre uma severa reabsorcdo do
0sso alveolar pos-extragao, principalmente na regiao posterior da maxila onde ha a diminuicéo
da altura compreendida entre o assoalho maxilar e a crista alveolar (2, 3, 4), o que torna a

reabilitagdo oral, através de implantes dentarios nesta regido complexa (5).

As reabilitacdes orais através da terapia com implantes necessitam da disponibilidade
de volume 6sseo suficiente além da qualidade deste no rebordo remanescente (2, 6). Dessa
maneira, um aumento 0sseo vertical prévio pode ser requerido, sendo para tanto utilizadas

inimeras técnicas e substitutos 6sseos (7).

O enxerto 6sseo de origem autégena é considerado o biomaterial mais apropriado
guando ha a necessidade de restauracdo da arquitetura 6ssea devido a preservacédo das
células e proteinas osteogénicas (8, 9,10,11). Todavia, a obtencédo do enxerto 6sseo autégeno
pode trazer ao paciente morbidades, como lesbes nervosas, além do aumento do tempo
cirdrgico, uma vez que ha a necessidade de um segundo sitio, aumento dos custos, dor e
reabsorcao imprevisivel deste enxerto (12, 13). O uso deste tipo de enxerto é condicionado a
disponibilidade do tecido em termos de qualidade e quantidade éssea da area doadora (9),
assim, o paciente pode ndo possuir um sitio doador com a quantidade demandada pela area
destinataria, ou, as condi¢cdes médicas do paciente podem influenciar a qualidade 6ssea, o

gue pode tornar a utilizacao deste tipo de enxerto com menor aproveitamento (14, 15).

Nesse contexto, uma grande variedade de biomateriais tem sido desenvolvida, como
0S Xenoenxertos, 0s enxertos alégenos e 0s materiais aloplasticos (14, 15). O uso dos
enxertos ou substitutos 6sseos vai além das perdas 0sseas provocadas por extragdes dentais.
Eles podem ser utilizados para tratamentos de defeitos provocados por tumores ésseos,
trauma, pseudo-artrose e doengas destrutivas das articulagdes, inclusive em outras

localizagBes que néo a face (13, 16, 17).

Um dos biomateriais mais aplicados como substituto ésseo é o Bio-Oss®, um enxerto
0sseo bovino desmineralizado (18), cuja utilizagdo € amplamente consolidada, com resultados
clinicos exitosos mencionados na literatura (19, 20, 21, 22). Uma eficacia de cerca de 80-
100% foi apontada quando este material era empregado, dessa forma, sugeriu-se uma
eficdcia semelhante ao osso autdégeno, o que faz com que seja considerado como promissor
em comparacao aos demais de sua categoria (23, 24). Entretanto, tal material apresenta custo

elevado se comparado aos demais de sua categoria, exigindo que novas tecnologias e



12

materiais sejam aprimoradas com o propoésito de induzir ao méximo o desenvolvimento de

tecido 6sseo através da angiogénese e osteogénese, com um custo reduzido (25,18,26).

Sabe-se que o Cerabone® é um biomaterial formulado a partir da fase mineral do osso
bovino (27), com propriedades como a morfologia de superficie, porosidade e composi¢ao
similares ao 0sso humano (28). H& bons resultados com o uso deste biomaterial para fins de
enxertia 0ssea associada a reabilitacdo oral (27, 29). Ainda, possui lenta degradacéo,
acelerada integracéo ao sitio receptor, auséncia de reacao inflamatéria, adesdo e absorcéo
de sangue, além da facilidade de manipulacéo (30). Junto a estas propriedades, considera-se
gue a adicdo de moléculas bioativas, como o modulador seletivo de receptor de estrogeno,
atuando diretamente em osteoblastos do leito receptor, pode desencadear melhores
respostas biologicas, o que pode resultar numa melhora do tecido 6sseo reparacional.

Promovendo um efeito a nivel celular, ainda maior, através da osteocondugéo (27, 28).

Uma possibilidade que tem sido explorada recentemente, consiste na melhora das
propriedades destes biomateriais, através da funcionalizacdo de suas superficies, com
moléculas bioativas que atuam diretamente nas células do tecido 6sseo, desencadeando
respostas favoraveis ao processo de reparo tecidual (27). Para tanto foi demonstrado a
viabilidade da utilizacdo do processo de sonicacdo através do ultra-som, na qual € possivel
promover a sintese de materiais nanoestruturados, homogeneizando duas ou mais
substancias, por meio de ondas ultrassobnicas, promovendo modificacdes quimicas e fisicas
(28, 29, 30, 31, 32).

A sonicacao quimica, € considerado um método ecologicamente correto, econémico e
simples, capaz de prover a elaboracdo de nanoparticulas com caracteristicas incomuns, em

comparagao com outros processos de sintese de matérias e/ou substancias (33).

Resultados favoraveis tém atestado a efetividade da associagdo de um modulador
seletivo de receptores de estrogénio, o Raloxifeno, a materiais de enxertia 4ssea com o
objetivo de melhorar a neoformacgédo é6ssea através da osteoconducgdo (38), utilizando a

técnica da sonicacao a ser utilizada no presente trabalho (27, 34).

Desde que os principios de enxertia foram determinados, 0 uso desses biomateriais
vem crescendo consideravelmente (35). Estima-se que cerca de 2,2 milhdes de cirurgias com
0 uso de substitutos Gsseos sejam feitos por ano no mundo, movimentando cerca de 2,5
bilhdes de délares (36). Ainda, prevé-se que este mercado venha a mobilizar cerca de 922,6
milhdes em 2024 (37). Dessa forma, constituindo um mercado atrativo do ponto de vista

financeiro.
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Assim, diante do exposto, torna-se interessante viabilizar e investigar a funcionalizagédo
de um biomaterial com caracteristicas superiores aos disponiveis no mercado, com um custo
reduzido, por meio da associacao entre o Raloxifeno e o Cerabone® utilizando a técnica da
sonicacdo. Dessa forma contribuindo para o aprimoramento deste biomaterial. Ademais a
técnica da sonicacdo tem sido apontada como capaz de promover sintese de substancias,
além de, melhoras significativas das caracteristicas de biomateriais e medicamentos, assim,
espera-se, da mesma forma, estudar mais a fundo a utilizacdo desta técnica (38, 30, 31,32).
Posto que a movimentacao de valor financeiro deste tipo de biomaterial € considerada alta,
julga-se ainda mais atrativo o seu aprimoramento. Por fim, espera-se promover o
barateamento dos custos das reabilitacdes orais que demandam enxertia 6ssea, permitindo
gue esses procedimentos sejam realizados em maior nimero pelo Sistema Unico de Saude
(SUS).
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2 OBJETIVOS

Avaliar, por meio de analise histomorfométrica, imunoistoquimica, e microtomografia
computadorizada (Micro-CT), uma alteracdo de superficie, através da
homogeneizagéo e funcionalizagdo promovida no Biomaterial Cerabone® combinado

ao Raloxifeno através do método de sonicagdo quimica, em calvéarias de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo experimental

Este estudo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade
de Aracatuba, SP, Brasil, sob o processo 0811-2019 e sera realizado de acordo com
as diretrizes ARRIVE para pesquisa animal, propostas por Kilkenny (37). Noventa e
seis ratos machos (Rattusnorvegicus, Albinus, Wistar), pesando de 300 a 400 g, em
idade adulta, com no maximo 6 meses, foram selecionados e divididos aleatoriamente
em seis grupos experimentais. Foram distribuidos 16 animais por grupo experimental,
sendo metade destes destinados ao periodo 14 dias pos-operatorios e a outra metade,
destinada ao periodo de 28 dias pos-operatorios.

e Grupo coagulo (COAG)

e Cerabone (CB)

e Cerabone sonicado (CBS)

e Cerabone + Raloxifeno sonicado (CBRS)
e Cerabone + veiculo gel (CBG)

e Cerabone + gel Raloxifeno (CBRG)

3.2 Preparacdo e Caracterizacdo do Biomaterial (Cerabone®

Sonicado)

O protocolo empregado para a preparacdo e caracterizacdo do Biomaterial (Cerabone®
Sonicado) sera o estabelecido por Gomes-Ferreira & Lisboa-Filho (39) a ser realizado no
Laboratério de Materiais Avancados do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias da
UNESP-Bauru (Responsavel: professor Paulo Noronha Lisboa-Filho).

Para preparagdo do biomaterial, o Cerabone® puro (Grupo 3) (Figura 1) e o Cerabone®
associado a 20% de Raloxifeno (Grupo 4), passardao por um processo de sonicagao.

A proporcdo do Raloxifeno definida como sendo 20% foi estabelecida segundo o estudo
realizado por Lisboa-Filho (27). Dessa forma, a cada 0,8 g de Cerabone®, 0,2g de Raloxifeno
na sua forma sélida (Figura 2), em que sera promovida a homogeneizacdo ou incorporagao
do raloxifeno ao biomaterial Cerabone®.

A sonicacao é realizada utilizando-se o aparelho Sonics® VCX-750 (Sonics&Materials, Inc.,
EUA), por cerca de 15 minutos (40). Os parametros de sonicagdo adotados sdo: poténcia de
750 W; frequéncia de 20 kHz; e 40% da amplitude nominal do equipamento (450W / cm?).

Para se obter um sistema homogéneo e ter o tamanho das particulas reduzidos sera utilizada



16

a agua ultrapura Milli-Q® (Millipore, EUA). A 4gua Milli-Q® ultrapura faz com que as bolhas
de cavitacdo tenham maior vapor de soluto e, assim, acelere o efeito da cavitagédo acustica.
De maneira que a técnica da sonicagao consiste na conversdo de voltagem elétrica em ondas
sonoras, por meio de um aparelho ultrassom. Estas ondas sonoras causam vibractes
mecanicas que sao transferidas para o meio liquido formando bolhas/microbolhas, que entram
em colapso, processo este denominado de cavita¢éo acustica (41). Seré utilizado durante este
processo um Ultrassom de ponteira que oscila a uma frequéncia fixa e potencial variavel. A
oscilacéo rapida desta ponteira produz um campo de alta energia no fluido. No solvente dentro
desse campo acontece um processo de ebulicdo e colapso de bolhas (42). As vibragGes dessa
ponteira, em associacdo ao colapso das bolhas, sdo capazes de provocar a incorporacao de
substancias bioativas a materiais. Quando o ultrassom € aplicado a um sistema soélido-liquido,
devido a proximidade da superficie sélida, o colapso entre as bolhas ocorre de forma
assimétrica, ha uma entrada de fluido da bolha para a superficie sélida, a este fenbmeno da-
se 0 nome de microstreaming (microjatos), ou seja, ha uma penetracao das bolhas formadas
na matriz solida (43) (Figuras 3 e 4). A 4gua ultrapura Milli-Q® utilizada nesse experimento
funciona como um solvente para os solutos (Cerabone® + Raloxifeno, e Cerabone® puro).
Dessa maneira, espera-se que a sonicacao contribua para a incorporacédo do Raloxifeno ao
Cerabone®, visto que o ultrassom gera ondas sonoras capazes de provocar este efeito de
cavitacao, permitindo a penetracdo do Raloxifeno ao Cerabone®. Quanto ao Cerabone® puro
sonicado havera modificagdo em sua estrutura dado este processo de cavitacdo ou colapso
das bolhas formadas contra a superficie deste.

Uma vez realizado este processamento, as amostras serdo deixadas para secar a 60 °C por
um periodo de 8 horas. Sera realizado um processo de esterilizacdo por meio de ultravioleta
(UV).

Figura 1: Processo de sonicagdo do Cerabone® puro (Grupo CBS).
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Figura 2: Processo de sonicacdo do Cerabone® + Raloxifeno (CBRS).
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Figura 3: Processo de cavitagao
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FIGURA 4 — Colapso da bolha de cavitagéo

Fonte: Adaptado de CHEMAT et al. 2011

3.3 Procedimento cirurgico

No més de janeiro de 2022, 96 ratos foram obtidos do Biotério Central da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba— UNESP e trazidos para o Biotério do Departamento de
Ciéncias Basicas, os quais ficaram por 15 dias para ambientalizacdo, sendo
alimentados com racdo e agua ad libitum. A partir disso, os animais foram
anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Francotar — Virbac do Brasil Ltda, Séo
Paulo, Brasil) associado a Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude Animal, Sao Paulo,
Brasil), na dosagem de 70mg/Kg e 6mg/Kg, respectivamente. Foi realizada a
tricotomia na regido da calvaria, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante
(PVPI 10%, Riodeine 10 Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado
ao PVPI topico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicéo

de campos estéreis.

Foi realizada incisdo semilunar no sentido occipito-frontal de aproximadamente 2
(dois) cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdo) montada emcabo

debisturi n°® 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento total do retalho com
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descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha).Em seguida com auxilio de broca trefina
de 5mm de diametro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm BeachGardens, EUA)
acoplada em baixa-rota¢do sob irrigacdo abundante com solucao de cloreto de sodio
0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirdrgico critico de

5 mm de diametro, no osso parietal, mantendo-se a integridade da dura-mater.

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados
esuturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido polilatico — Vycril 4.0,
Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) no plano profundo e fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos
Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo. No p6s-operatorio
imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-
benzatina (Pentabiético Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o

experimento com racdo e agua ad libitum.

Figura 5: (A) Tricotomia em calvaria. (B) Assepsia com PVPI. (C) Fresagem para criacao

do defeito 6sseo. (D) Defeito 6sseo com 5 mm de diametro. (E) Acomodacado do

biomaterial. (F) Reposicionamento dos tecidos e sutura.

Fonte: LSMT.
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3.4 Processamento das amostras calcificadas

As partes do cranio foram removidas e divididas ao meio, sendo entéo fixadas em
solucao de formalina 10% por 48 horas. Na sequéncia, as amostras de 28 dias foram
lavadas em &gua corrente por 24 horas e posteriormente foram mantidas em alcool

70 para a realizacao da analise microtomografica.
3.5 Processamento das amostras descalcificadas

As partes do cranio foram removidas e divididas ao meio, sendo entdo fixadas em
solucdo de formalina 10% por 48 horas. As amostras de 14 diasforam
desmineralizadas em EDTA 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e desidratadas com
a aplicacdo de uma série de alcodis, assim como as amostras de 28 dias apés a
realizacédo da analise microtomografica. Apds essas etapas, foram colocadas em xilol,
incluidas em parafina e cortadas paralelamente a sutura sagital com 5um de
espessura, sendo coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Merck & Co., Inc.), para
analise histolégica e analise histométrica, ou preparadas para andlise

imunoistoquimica.
3.6 Analise por microtomografia computadorizada (Micro-CT)

As amostras de 28 dias poOs operatérios, armazenadas em alcool 70 foram
escaneadas em um microtomoégrafo (SkyScan — Kontich, Belgium) do Laboratorio
Multiusuario da Faculdade de Odontologia de Aracatuba na posicdo horizontal,
mantendo a orientacdo apico-coronal, conectados aos tubos do préprio dispositivo e
cortados em uma espessura de 8,74 (m com um raio-x apresentando 50 kV e 500 (A
de corrente seguindo as recomendacdes de Lisboa-Filho et al. (46). Foi utilizado um
filtro de aluminium (0,5 mm) em um meio Umido. A captura das imagens ocorreu em
uma camera com tamanho de pixel de 12,45 mm, com fileira contagem de 2672 e uma
contagem de colunas de 4000. Apés, as imagens foram reconstruidas utilizando o
software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan — Kontich, Belgium) com um alisamento de 1,
uma correcédo de artefato em anel de 3, correcdo de endurecimento do feixe de 5%, e
uma variacao de correcdo de imagem de 0,0 a 0.11. A analises foram desenvolvidas
no software CTAnalyzer (CTAN) (v1.12.4.0) (SkyScan — Kontich, Belgium). Com isso,
foram definidos a fragdo de volume ésseo (BV/TV), a espessura trabecular (Tb.Th), o

ndmero de trabéculas (Th.N) e a separacao das trabéculas (Tb.Sp), além da superficie
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de interseccéo (IS), conforme preconizado por Bouxseinetal. (47). Todas as andlises
e coleta de dados foram realizadas por um Unico pesquisador treinado com

antecedéncia para este trabalho.
3.7 Analise histolégica

As laminas histologicas coradas por Hematoxilina e Eosina foram analisadas
utilizando um microscopio Optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland), com
objetiva de 10x e 20x, acoplado a uma camera de captacédo de imagem (LeicaR DC
300F microsystemsl td, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador
Pentium Ill. Foi avaliada a area de tecido 6sseo presente na regido de bordas (coto)

e regido central dos defeitos 0sseos
3.8 Anélise Histométrica

Apoés as laminas serem coradas com HE (Merck &amp; Co., Inc.) as mensuracdes
foram realizadas utilizando um microscopio oOptico (LeicaR DMLB, Heerbrugg,
Switzerland), com objetiva de 10x, acoplado a uma camera de captacado de imagem
(LeicaR DC 300F microsystemsltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um
microcomputador Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas
ImageJ (NIH -Nationallnstitueof Health). As imagens digitalizadas foram gravadas em
arquivos JPEG para serem analisadas e foram projetadas na tela de um monitor
Samsung (SyncMaster 3Ne, 15 polegadas). Foi avaliada a area de tecido 0sseo
presente na regido central dos defeitos 6sseos. Os dados obtidos nas analises foram
transformados em valores absolutos, de pixels, para valores percentuais relativos, de
modo a minimizar a interferéncia da diferenca do tamanho do negativo. Na analise
dos resultados, foi considerada a seguinte proporcao de tecido 6sseo: % de tecido
0sseo = (area do tecido 0sseo/area total) * 100; sendo que a area total € a soma de
todos os tecidos considerados (tecido ésseo e tecido conjuntivo). Para a comparacao
entre os valores médios obtidos nos diferentes grupos e periodos experimentais, foi
realizado o teste ANOVA 2 fatores (Andlise de Variancia) por meio do Programa
estatistico para pesquisa biologica, SigmaStat 3.1 (Systat Software, Inc). Os fatores
considerados foram tempo (14 x 28 dias) e biomateriais (diferentes biomateriais

funcionalizados ou ndo). Foi adotado como nivel de significancia p < 0,05.

3.9 Analise imunoistoquimica
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O processamento imunoistoquimico foi feito no Laboratério de Imunoistoquimica do
Departamento de Ciéncias Basicas da FOA — Aracatuba/UNESP. Foi realizada a
inibicdo da atividade da peroxidase enddégena com perdxido de hidrogénio, a
recuperacdo antigénica com tampao citrato (pH 6.0) a 60 °C em calor umido por 20
minutos, bloqueio da biotina enddégena com leite desnatados por 20 minutos, e ainda
como método de bloqueio de marcagdes inespecificas, o anticorpo foi preparado em
solugdo de tampao fosfato e albumina bovina a 1%. Sobre os cortes selecionados,
foram utilizados os anticorpos priméarios contra PECAM, RUNX- 2, Osteopontina
(Santa Cruz Biotechnology) para caracterizar o fenétipo osteoblastico, bem como os
diferentes estagios da diferenciacdo das células desta linhagem durante o processo
de reparacdo Ossea avaliados. O anticorpo secundario usado foi o biotiniladoanti-
cabra, produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). O sinal foi amplificado atraves
da incubacdo em avidina e biotina (Kit ABC Standard, Vector Laboratories) e o
cromoégeno foi o Diaminobenzidina (Dako Laboratories). Ao término das reagdes, foi
realizada a contra-coloracdo dos cortes com Hematoxilina de Harris. Em seguida, as
laminas passaram pelas etapas de desidratacdo, embebidas em xilol e laminulas
foram montadas para andlise microscépica. Foram realizados controles negativos
(pela omissdo dos anticorpos primarios) para evitar a analise de falsos positivos. Para
a andlise foi utilizado um microscopio Optico com objetiva de aumento 160X
LeicaAristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma camera
de captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leicamicrosystems, Heerbrugg,
Switzerland), conectado a um microcomputador Pentium I[II com um software
analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box, Leicalmaging
Manager -IM50 Demo Software). Trés imagens foram obtidas de cada lamina para
analise: duas para bordas e uma para o centro do defeito. Para cada um dos
anticorpos a serem utilizados, foi avaliada a expressao destas proteinas por andlise
gualitativa ordinal através da atribuicdo de diferentes escores de acordo com a
guantidade de células e area de matriz extracelular imunomarcadas durante o

processo de reparacao 6ssea.

Tabela 1: Relacdo do nUmero de amostras de cada grupo experimental

utilizadas nas andlises de imunoistoquimica, histometria e



microtomografia computadorizada.
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Grupos experimentais

14 dias

28 dias

Gl

Osso autégeno

G2

Cerabone

G3

Cerabone sonicado

G4

Cerabone + raloxifeno sonicado

G5

Cerabone + gel

G6

Cerabone + gel de raloxifeno

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Micro-CT (n=8)
Imunoistoquimica/

Histometria (n=4)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4 RESULTADOS
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4.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)

Neste trabalho estdo apresentados os resultados referentes a uma amostra de cada
grupo experimental, no entanto todos os animais foram submetidos a eutanasia e as
respectivas amostras foram processadas. Nesta apresentacdo dos resultados, foi
realizada a analise estatistica onde houve comparacdo do grupo Cerabone com 0s
demais grupos, exceto o grupo Coagulo, uma vez que o projeto visa avaliar o
desempenho do biomaterial Cerabone manipulado em contrapartida a sua versao de
fabrica. Foram avaliados os parametros Porcentagem de Volume Osseo (BV/TV);
Espessura Trabecular (Tb.Th); Numero de Trabéculas (Th.N); Separacdo de

Trabéculas (Th.Sp) e Superficie de Interseccéo (1S).

Para o parametro Porcentagem de Volume Osseo (BV/TV), o melhor resultado foi
observado no grupo Cerabone Gel (CB G; 21.18%) e o pior resultado foi observado
no grupo coagulo (COAG; 6.15%); seguido do grupo Cerabone puro (CB; 7.8%). A
adicdo de raloxifeno no grupo Cerabone Raloxifeno Sonicado (CB R S; 17.51%)
melhorou este parametro em comparacdo ao grupo Cerabone Sonicado (CB S;
13.18%). No caso do grupo Cerabone Raloxifeno Gel (CB R G; 11.36%) nao foi
observada melhora neste parametro em comparacao ao grupo CB G. Houve diferenca

estatistica entre o grupo CB e os demais grupos, exceto o COAG.

Grafico 1: Valores obtidos para o parametro Porcentagem de Volume Osseo por meio

da microtomografia computadorizada.



26

25 -
i T
S 154
>
- -T
S 104
o -
5—
0- T T T
A > o < S S
(@) (@) A2
o = ¥ X %
O
R

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 2: Relacdo entre os grupos e a presenca de diferenca estatistica para o

parametro BV/TV.

Grupo Valor de p Diferenca estatistica
CB e CBG <0,0001 sim
CB e CBRG 0,0145 sim
CB e CBS 0,0005 sim
CB e CBRS <0,0001 sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para o parametro Tb.Th, o grupo CB R S mostrou o melhor resultado (0.11um) e o
pior resultado foi observado no grupo coagulo (0.02um). Os demais grupos
experimentais mostraram resultados semelhantes, no entanto, é possivel notar que a
adicdo de raloxifeno mostrou discreta melhora no grupo CB R G. Houve diferenca

estatistica entre o grupo CBe o grupo CBR S.

Gréafico 2: Valores obtidos para o parametro Espessura Trabecular por meio da

microtomografia computadorizada.



27

0.15 1

0.10 4

Tb.Th (mm)
_|
_|

0.05 9

0.00 'j T T T
A Q © ) ) S
(o) @
<2> < N <
oY @) @ < Q

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 3: Relacdo entre os grupos e a presenca de diferenca estatistica para o

parametro Tb.Th.

Grupo Valor de p Diferencga estatistica
CB e CBG 0,9997 nao
CB e CBRG 0,9485 nao
CB e CBS 0,5412 nao
CB e CBRS 0,0062 sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Para o parametro Th.N, observou-se o melhor resultado no grupo CB G (2.35um) e 0
pior resultado foi observado no grupo Clot (0.4um). A adi¢do de raloxifeno no grupo
CB R S mostrou-se superior ao grupo CB S (2.1um x 1.53um). Com excec¢ao do grupo

COAG, o grupo Cerabone foi inferior aos demais grupos experimentais testados neste
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estudo quanto a este parametro. Houve diferenca estatistica entre os grupos CB e CB
G,CBeCBRS.

Gréafico 3. Valores obtidos para o parametro Numero de Trabéculas por meio da

microtomografia computadorizada.

Tabela 4: Relacdo entre os grupos e a presenca de diferenca estatistica para o

parametro Tb.N.

Grupo Valor de p Diferencga estatistica
CB e CBG 0,0105 sim
CB e CBRG 0,9934 ndo
CB e CBS 0,8566 nao
CB e CBRS 0,0401 sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Quanto a separagao trabecular (Tb.Sp), observou-se o maior valor para este
parametro no grupo COAG (0.9um) e o menor valor para este parametro no grupo CB

R S (0.3 um). Vale destacar que todos os grupos onde o cerabone foi aplicado, seja
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com raloxifeno na forma de gel ou sonicado, ou mesmo nos grupos veiculos, o valor
de separacdo entre as trabéculas foi bastante inferior ao grupo coagulo. Houve

diferenca estatistica entre os grupos CB e CB G.

Gréafico 4: Valores obtidos para o pardmetro Separacdo de Trabéculas por meio da

microtomografia computadorizada.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 5: Relacdo entre os grupos e a presenca de diferenca estatistica para o

parametro Th.Sp.

Grupo Valor de p Diferencga estatistica
CB e CBG 0,0461 sim
CB e CBRG 0,9935 nao
CB e CBS 0,9983 ndo
CB e CBRS 0,0803 ndo

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Para o parametro Superficie de Interseccao, o pior valor foi observado no grupo Clot
(2.5um) e os melhores valores nos grupos CB G e CB R G (24.26 um e 21.5um). Vale
destacar que tanto os grupos CB S como CB R S (13.6 um e 16.04um) foram
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superiores ao grupo CB (8.9um). Houve diferenca estatistica entre o grupo CB e 0s

demais grupos, exceto o grupo COAG.

Gréfico 5: Valores obtidos para o parametro Superficie de Intersec¢do por meio da

microtomografia computadorizada.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 6: Relagdo entre os grupos e a presenca de diferengca estatistica para o

parametro IS.

Grupo Valor de p Diferenca estatistica
CB e CBG <0,0001 sim
CB e CBRG <0,0001 sim
CB e CBS 0,0088 sim
CB e CBRS 0,0003 sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 6: Imagens obtidas pelo software CTVox, representando a reconstrucédo

realizada pelo escaneamento microtomogréfico.

Grupo Coagulo (COAG) Grupo Cerabone Puro (CRB) Grupo Cerabone Gel (CRB G)

Grupo Cerabone Raloxifeno Gel Grupo Cerabone Sonicado (CRB S) Grupo Cerabone Raloxifeno
(CRBRG) Sonicado (CRBR S)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2 Analise Histologica

Figura 7: Analise histologica dos grupos experimentais aos 14 dias.

o N ' 3+, I\
COAG 14D ‘/' "/' el ‘ ‘”‘f CBl4D A7y
/ 'o"r ':‘"ﬂlr:? ‘o. E
QL '1".‘! ‘il." i
L .'r‘ ”, 'v,'
’ "II, .flt)




32

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Figura 8: Andlise histoldégica dos grupos experimentais aos 28 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.2.1 Grupo Coagulo (COAG)

No grupo COAG, aos 14 dias, observa-se histologicamente a regido do defeito 6sseo
preenchida por tecido conjuntivo em toda sua extensdo. Neste tecido, observa-se
células como fibroblastos, presenca de vasos sanguineos, fibras colagenas
organizadas e predominando na area do defeito. Destaca-se também que néo se nota
infiltrado inflamatoério na regido. As bordas do defeito mostram o inicio de proliferagéo
celular e de tecido 6sseo em formagédo, partindo desta regido do defeito. Aos 28 dias,
observa-se uma maior proliferacdo de tecido 6sseo neoformado das bordas em
direcdo ao centro do defeito. No entanto, ainda se evidencia que grande parte do
defeito mantém-se preenchido por tecido conjuntivo mais organizado que no periodo

anterior dentro deste mesmo grupo.
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4.2.2 Grupo Cerabone Puro (CRB)

No grupo CRB, aos 14 dias, observa-se granulos do biomaterial preenchendo
aextensdo do defeito. As particulas mostram-se bem evidenciadas e envoltaspor
tecido conjuntivo que em algumas regides, mostra ilhas de tecido 6sseo emformacéao.
Aos 28 dias, observa-se granulos do biomaterial que permanecemno defeito, envoltos
por tecido conjuntivo, caracterizado pela presenca de fibrascolagenas bem-
organizadas. As areas de neoformacédo 6ssea entre osgranulos de biomateriais estéo
bastante evidenciadas. Em algumas areas, observam-se macréfagos junto aos

granulos de biomaterial.

4.2.3 Grupo Cerabone Gel (CRB G)

No grupo CRB G, aos 14 dias, observa-se a extensdo do defeito preenchida por
biomaterial que se apresentou amorfo e envolto por células assim como a matriz
extracelular do tecido conjuntivo. Células multinucleadas também foram observadas
na regido do defeito, junto ao biomaterial. No entanto, ndo ha sinais de infiltrado
inflamatorio. Aos 28 dias, observa-se as particulas de biomaterial organizando-se em
granulos e sendo envolvidas por tecido conjuntivo e em alguns pontos, ilhas de tecido

0sseo neoformado.
4.2.4 Grupo Cerabone Raloxifeno Gel (CRB R G)

No grupo CRB R G, observa-se que aos 14 dias, o defeito apresenta-se preenchido
por biomaterial e envolvido por um tecido conjuntivo melhor organizado em
comparacdo ao grupo CRB G. Em algumas areas, observa-se ilhas de tecido
conjuntivo neoformado na regido central do defeito. Aos 28 dias, observa-se um tecido
conjuntivo melhor organizado junto ao biomaterial e uma maior quantidade de areas

de neoformacéao Ossea.
4.2.5 Grupo Cerabone Sonicado (CRB S)

No grupo CRB S aos 14 dias, observa-se particulas de biomaterial homogéneas e
bem distribuidas no defeito ésseo. As particulas apresentam-se envolvidas por tecido

conjuntivo bastante celularizado e em alguns pontos, j& com formacdo Ossea
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incipiente. Aos 28 dias, observa-se processo de reparo melhor desenvolvido,

apresentando mais areas de neoformagéo 0ssea.
4.2.6 Grupo Cerabone Raloxifeno Sonicado (CRB R S)

No grupo CRB R S, observa-se particulas do biomaterial envoltas por tecido conjuntivo
pouco celularizado e mostrando-se num estagio de maturagdo superior ao grupo
anterior. S0 evidenciadas as particulas com menores dimensfes e maior quantidade
de tecido conjuntivo organizado e areas de tecido 6sseo neoformado. Aos 28 dias,
observam-se as particulas homogéneas e em menores dimensdes envoltas por tecido
conjuntivo maduro e tecido 6sseo conectando as particulas de biomateriais em muitas
regides do defeito confeccionado. Fica bastante evidente a maior maturidade do
reparo 0sseo observado neste grupo experimental em comparagcdo aos demais, aos

14 e especialmente aos 28 dias pds operatorios.
4.3 Anélise Histométrica

De forma semelhante a microtomografia computadorizada, a analise estatistica foi
realizada comparando o grupo Cerabone aos demais, exceto o grupo Coagulo, pois 0
objetivo € avaliar se houve aprimorimento do biomaterial em comparacéo a sua versao

de fabrica.

Gréfico 6: Percentual de tecido 6sseo encontrado nas laminas histoldgicas, por meio

da analise histométrica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Bl 14 DAYS

28 DAYS

Quanto a formacéo de tecido 0sseo na regido do defeito, observa-se que aos 14 dias

0 grupo qgue obteve maior valor foi o grupo CBS e o menor valor para o grupo Coagulo.

Aos 28 dias, o grupo que o melhor grupo foi CBRS e o pior valor foi o grupo Coéagulo.
Houve diferenca estatistica entre os grupos CB e CBG; CB e CBRG; CB e CBS e CB
e CBRS, aos 14 e 28 dias.

Tabela 7: Relagdo entre os grupos e a presenca de diferenca estatistica para a

guantidade de tecido 6sseo.

Grupo Valor de p 14D Valor de p 28D Diferenga Diferenca
estatistica 14D estatistica 28D

CB e CBG 0,0001 <0,0001 Sim Sim

CB e CBRG 0,0010 <0,0001 Sim Sim

CB e CBS <0,0001 0,0029 Sim Sim

CB e CBRS <0,0001 <0,0001 sim sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Gréfico 7: Percentual de biomaterial remanescente no tecido encontrado nas laminas

histolégicas, por meio da anélise histométrica.

Bl 14 DAYS

20 -
—
<< 151
e
L
= T
<< 10+ T
=
o
m T
e ] I ! IT
o i
0 T T T T T T
A Q < O © %
o O Q <& % <
O\’ O O OQ)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

28 DAYS

Para a quantidade de biomaterial remanescente no tecido, aos 14 dias o grupo CB foi

0 que obteve maior valor, enquanto o menor valor esta presente no grupo CBRG. Aos

28 dias, o0 grupo CBS representa o maior valor, e o grupo CBRS o valor mais baixo.

Houve diferenca estatistica, aos 14 dias, entre os grupos CB e CBG; CB e CBRG; CB

e CBS e CB e CBRS. Aos 28 dias, houve diferenca estatistica entre os grupos CB e

CBG; CB e CBRG e CB e CBRS.

Tabela 8: Relagdo entre os grupos e a presenca de diferenga estatistica para o

remanescente de biomaterial.

Grupo Valor de p 14D Valor de p 28D Diferenga Diferenca
estatistica 14D estatistica 28D

CB e CBG <0,0001 <0,0001 Sim Sim

CB e CBRG <0,0001 <0,0001 Sim Sim

CB e CBS <0,0001 0,9911 Sim Ndo

CB e CBRS <0,0001 <0,0001 sim Sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).




37

4.4 Imunoistoquimica

Figura 9: Imunomarcacdo de PECAM (VEGF) para o0s grupos

experimentais.

PECAM 14D

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A PECAM mostrou-se marcada discretamente em todos os grupos avaliados. Uma
possivel justificativa seriam os periodos avaliados, uma vez que 14 e 28 dias para o
nosso modelo experimental seriam periodos tardios para a avaliacdo deste marcador.

As setas indicam as areas onde foram observadas marcacéo positiva para PECAM.

Figura 10: Imunomarcacgao de RUNX-2 para 0s grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A RUNX-2, fator de transcricdo que marca a etapa de diferenciacdo osteoblastica
mostrou-se marcado positivamente no grupo cerabone, de forma moderada. Nos

demais grupos, nao foi evidenciada presenca deste fator de transcricao.

Figura 11: Imunomarcacgao de OPN para 0s grupos experimentais.

OPN 14D
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A Osteopontina mostrou-se marcada de forma moderada a intensa no grupo
Cerabone puro. Nos grupos gel (tanto cerabone como cerabone raloxifeno), néao foi
evidenciada marcacao para esta proteina. Nos grupos submetidos a sonoquimica, foi
observada importante marcacao positiva para a osteopontina. No caso do grupo
cerabone sonicado, observou-se marcacgao positiva de forma moderada tanto aos 14
como aos 28 dias, especialmente junto as particulas de biomaterial. No grupo
cerabone raloxifeno sonicado, observou-se também marcacédo da osteopontina de
forma moderada aos 14 dias e de forma moderada a intensa aos 28 dias. Observou-
se a presencga especialmente nas ceélulas localizadas junto aos remanescentes do

biomaterial.

5 Discussao

No presente estudo, a proposta foi de avaliar o desempenho do Cerabone® em
diferentes apresentacdes associado ou ndo a uma biomolécula cujo efeito local
apresenta potencial para atuar nas respostas reparacionais, contribuindo
possivelmente para a melhora nas reconstrucdes 0sseas dos defeitos de calvaria. A
biomolécula em questéao trata-se do Raloxifeno, um modulador seletivo de receptores
de estrégeno, cuja atuacao direta nestes receptores presentes em osteoblastos pode
desencadear a ativacado de processos de formacdo Ossea. Estudos anteriores do
Nnosso grupo mostram que este farmaco administrado sistemicamente, classificado
como anti-reabsortivo, possui um efeito favoravel sobre o processo de reparo 6sseo,
seja em alvéolos ou apds a instalacdo de implantes, promovendo uma reducédo na
atividade osteoclastica e ao mesmo tempo, ativando osteoblastos, levando a melhora
nas respostas reparacionais (39, 40, 41, 42, 43). A idéia de utilizar este farmaco com
efeito local deve-se ao seu papel seletivo a receptores de estrogeno, o que poderia
desencadear uma ativagao osteoblastica “in situ”.

A proposta de utilizar a sonoquimica como uma ferramenta que permite a
incorporacdo homogénea de biomoléculas a biomateriais ja foi investigada em nosso
grupo de pesquisa (45, 46). A sonoguimica mostrou-se como uma ferramenta eficaz
e que possibilitou a obtengdo de um resultado onde a biomolécula foi

homogeneamente incorporada ao biomaterial. Uma vez determinada a padronizagao
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da técnica sonoquimica assim como o biomaterial e biomolécula a serem avaliados,
passamos para 0 desenvolvimento da presente proposta. No entanto, vale destacar
gue a associacao Cerabone® e Raloxifeno foi avaliada em estudo anterior do nosso
grupo, onde cirurgias de levantamento de seio maxilar em coelhos foram realizadas e
preenchidas com esta combinacdo (47). Neste estudo, observou-se que a
sonoquimica entre Raloxifeno e Cerabone® promoveu uma melhora nas respostas
celulares observadas no tecido 6sseo reparacional formado em resposta as cirurgias
de levantamento de seio maxilar em coelhos. No entanto, consideramos que a
utilizacéo deste modelo experimental (coelhos) dificultou quanto a caracterizacao de
aspectos reparacionais que podem contribuir para o entendimento das respostas
biol6gicas observadas frente ao biomaterial testado. Assim, em funcéo deste estudo
anterior (47) o presente projeto foi idealizado. A utilizagdo de ratos permitiu que
avalidssemos as respostas biologicas em dois periodos e uma questado importante
incorporada a este estudo foi a adicdo do grupo Gel (Cerabone e
Cerabone/Raloxifeno). Este foi outro questionamento que surgiu quanto ao teste de
outras formas de incorporacao da biomolécula ao biomaterial.

Os resultados apresentados neste projeto referem-se a avaliagdo de uma amostra por
grupo na andlise das microtomografias, além da avaliacdo histolégica qualitativa
realizada nos espécimes submetidos a histotécnica e coloracéo por HE.

Os resultados microtomograficos apresentados refletem a média de 3 animais de cada
grupo e os resultados foram bastante interessantes, mostrando que tanto o Cerabone
Gel como o Cerabone Sonicado apresentam resultados superiores ao Cerabone
convencional, vindo de fabrica, onde o grupo CB R S mostrou-se superior aos demais
em diferentes parametros que refletem uma melhora na qualidade 6Ossea. Vale
destacar que estes resultados estdo de acordo com os resultados observados nas
avaliacbes histologicas (HE) que foram observadas anteriormente e que estdo
descritas na sequéncia. A andlise descritiva/qualitativa dos cortes corados por
Hematoxilina e Eosina mostram que mais uma vez, tanto Cerabone Gel como
Cerabone Sonicado, associado ou ndo ao Raloxifeno mostraram resultados
superiores do ponto de vista biolégico. Nestes grupos, especialmente no grupo
sonicado sozinho ou em associacdo ao Raloxifeno, observa-se uma melhor
incorporacao das particulas ao tecido reparacional refletindo numa formacéo de tecido
conjuntivo/tecido 6sseo bem desenvolvido e que podem ser correlacionados a melhor

resposta reparacional. No grupo sonicado, destacamos que a associacdo com
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Raloxifeno promoveu resultados superiores ao grupo Cerabone Sonicado.

6 Conclusao

Os resultados demonstram que a sonoquimica parece ser uma estratégia promissora
guando o objetivo é melhorar a bioatividade de biomateriais. A associacdo com
raloxifeno promoveu melhoras na resposta reparacional. Mais estudos séao

necessarios para que estes achados sejam confirmados.
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