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Siqueira NB. Efeito do BioGran® funcionalizado ao Raloxifeno através do
processamento ultrassdnico no reparo 6sseo em defeitos criticos de calvarias de ratos
[dissertagéo]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista;
2021.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar o processo de formacéo 6ssea, bem como a
microarquitetura éssea promovido pela associagdo entre o BioGran® e diferentes
concentragdes de raloxifeno através do método da sonoquimica em defeitos criticos
realizados em calvaria de rato. Em um total de doze ratos machos, um defeito critico
de 5 mm de diametro foi feito e preenchido com BioGran® 100% (Bg), BioGran® 90%
associado a Raloxifeno 10%, e BioGran® 80% associado a Raloxifeno 20%. Aos 14
e 24 dias pos-operatorio, foram aplicados os fluorocromos calceina e alizarina, de
modo respectivo. A eutanasia ocorreu aos 30 dias ap0s a realizacdo do procedimento
cirdrgico para enxertia dos biomateriais. Analise de microtomografia computadorizada
(micro-CT) através dos parametros de superfiicie de interseccdo (i.S), fracdo de
volume ésseo (BV/TV) e densidade de conectividade (Conn.Dn) e por microscopia
confocal a laser por meio da dinAmica 0ssea, superficie de mineralizacédo ativa e a
taxa de aposicdo mineral (MAR). Os dados foram analisados através de analise
estatistica utilizando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e o pés teste de Turkey
(p<0.05). Para os parametros de micro-CT avaliados os menores valores foram
encontrados no grupo BG+RL10% (p<0,05), valores similares foram encontrados
entre 0os grupos BG e BG+RL20%. A microscopia confocal evidenciou melhor
mineralizacdo Ossea e maior taxa de aposicdo mineral (MAR) para o Grupo
BG+RL20% (p<0,05%). Conclusé&o: A concentragdo de Raloxifeno a 20% combinado

ao BioGran® pelo método da sonoquimica parece ter acelerado o reparo 6sseo.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Sonicacgéo, Cloridrato de raloxifeno.



Siqueira NB. Effect of BioGran® functionalized to Raloxifene through ultrasonic
processing in bone repair in critical defects in rat calvaria [dissertacdo]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2021.
ABSTRACT

This study aimed to analyze the bone formation process, as well as the bone
microarchitecture promoted by the association between BioGran® and different
concentrations of raloxifene through the sonochemistry method in critical defects
performed in rat calvaria. In a total of twelve male rats, a critical defect of 5 mm in
diameter was made and filled with BioGran® 100% (Bg), BioGran® 90% associated
with Raloxifene 10%, and BioGran® 80% associated with Raloxifene 20%. At 14 and
24 days postoperatively, the fluorochromes calcein and alizarin were applied,
respectively. Euthanasia occurred 30 days after the surgical procedure for grafting
biomaterials. Analysis of computed microtomography (microCT) through the
parameters of intersection surface (iS), bone volume fraction (BV / TV) and connectivity
density (Conn.Dn) and by confocal microscopy through bone dynamics, surface of
active mineralization and the mineral apposition rate (MAR). Data were analyzed
through statistical using the Shapiro-Wilk normality test and the Turkey post-test (p
<0.05). For the me microCT parameters evaluated, the lowest values were found in
the BG + RL10% group (p <0.05), similar values were found between the BG and BG
+ RL20% groups. Confocal microscopy showed better bone mineralization and higher
mineral apposition rate (MAR) for the BG + RL20% Group (p <0.05%). Conclusion:
The concentration of Raloxifene at 20% combined with BioGran® by the

sonochemistry method seems to have accelerated bone repair.

Keywords: Biocompatible materials. Sonication. Raloxifene hydrochloride.
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1 INTRODUCAO

As reabilitacdes orais através da terapia com implantes demandam que haja
volume ésseo suficiente além da qualidade deste no rebordo remanescente.? Dessa
maneira, um aumento ésseo prévio pode ser requerido, sendo para tanto utilizadas

inmeras técnicas e substitutos 6sseos.3

O enxerto 6sseo de origem autdgena € considerado o biomaterial mais
apropriado quando h& a necessidade de restauragdo da arquitetura 6ssea devido a

preservacdo das células e proteinas osteogénicas.*”’

Todavia, a obtencdo do enxerto 0sseo autdgeno pode trazer ao paciente
morbidades, como lesfes nervosas, além do aumento do tempo cirdrgico, uma vez
que h& a necessidade de um segundo sitio, aumento dos custos, dor e reabsorcao
imprevisivel deste enxerto.2® O uso deste tipo de enxerto é condicionado a
disponibilidade do tecido em termos de qualidade e quantidade éssea da area
doadora®, assim, o paciente pode ndo possuir um sitio doador com a quantidade
demandada pela area destinataria, ou, as condicdes médicas do paciente podem
influenciar a qualidade 6ssea, o que pode tornar a utilizacdo deste tipo de enxerto com

menor aproveitamento.10-1!

Nesse contexto, uma grande variedade de biomateriais tem sido desenvolvida,

COmo 0S Xenoenxertos, os enxertos aldégenos e os materiais aloplasticos.191!

O uso dos enxertos ou substitutos 0sseos vai além das perdas Osseas
provocadas por extracdes dentais. Eles podem ser utilizados para tratamentos de
defeitos provocados por tumores 0Osseos, trauma, pseudo-artrose e doencas

destrutivas das articulagdes, inclusive em outras localizacdes que nédo a face.®1%13

Um dos biomateriais mais aplicados como substituto 6sseo € o Bio-Oss®, um
enxerto 6sseo bovino desmineralizado,** cuja utilizacdo é amplamente consolidada,
com resultados clinicos exitosos mencionados na literatura.'>-'8 Uma eficacia de cerca
de 80-100% foi apontada quando este material era empregado, dessa forma, sugeriu-
se uma eficacia semelhante ao osso autégeno, o que faz com que seja considerado
como promissor em comparacédo aos demais de sua categoria.!®?° Entretanto, tal
material apresenta custo elevado se comparado aos demais de sua categoria,

exigindo que novas tecnologias e materiais sejam aprimoradas com o proposito de



14

induzir ao maximo o desenvolvimento de tecido 0sseo através da angiogénese e

osteogénese, com um custo reduzido.?-23

Uma possibilidade que tem sido explorada recentemente, consiste na melhora
das propriedades destes biomateriais, através da funcionalizacéo de suas superficies,
com moléculas bioativas que atuam diretamente nas células do tecido 6sseo,
desencadeando respostas favoraveis ao processo de reparo tecidual.?® Para tanto foi
demonstrado a viabilidade da utilizacdo do processo de sonicacdo através do ultra-
som, na qual é possivel promover a sintese de materiais nanoestruturados,
homogeinizando duas ou mais substancias, por meio de ondas ultra-sénicas,

promovendo modificagcdes quimicas e fisicas.?+2®

O processamento ultrassbnico, é considerado um método ecologicamente
correto, econémico e simples, capaz de prover a elaboracdo de nanoparticulas com
caracteristicas incomuns, em comparacdo com outros processos de sintese de

matérias e/ou substancias.?8

Resultados favoraveis tém atestado a efetividade da associacdo de um
modulador seletivo de receptores de estrogénio, o Raloxifeno, a materiais de enxertia
6ssea com o objetivo de melhorar a neoformacéo 6ssea através da osteoconducgéo,?®

31 utilizando a técnica da sonicacdo a ser utilizada no presente trabalho.?33!

Sabe-se que o BioGran®, é uma ceramica bioativa que apresenta propriedades
osteocondutivas e boa biocompatibilidade, além disso sua reabsorcao ocorre devido
a dissolucéo quimica.®? Essa vitroceramica é formulada a partir de 45% de didxido de
silicio (Si02), 24,5% de 6xido de calcio (CaO), 24,5% de 6xido de sédio (NaO2) e 6%
de pentdxido de fésforo (P205).22 Ainda, bons resultados com o seu uso tem sido

reportado para fins de enxertia 6ssea.3*3°

Junto a estas propriedades, considera-se que a adicdo de moléculas bioativas,
como o modulador seletivo de receptor de estrogeno, atuando diretamente em
osteoblastos do leito receptor, pode desencadear melhores respostas bioldgicas, o
gue pode resultar numa melhora do tecido ésseo reparacional. Promovendo um efeito

a nivel celular, ainda maior, através da osteocondugéo.?32°

Desde que os principios de enxertia foram determinados, o uso desses

biomateriais vem crescendo consideravelmente.3¢-3 Estima-se que cerca de 2,2
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milhdes de cirurgias com o uso de substitutos 6sseos sejam feitos por ano no mundo,
movimentando cerca de 2,5 bilhdes de délares.3?4° Ainda, prevé-se que este mercado
venha a mobilizar cerca de 922,6 milhdes em 2024.4! Dessa forma, constituindo um

mercado atrativo do ponto de vista financeiro.

Assim, diante do exposto, torna-se interessante viabilizar e investigar a
funcionalizagdo de um biomaterial com caracteristicas superiores aos disponiveis no
mercado, com um custo reduzido, por meio da associagéo entre o Raloxifeno e o
BioGran® utilizando a sonoquimica. Dessa forma contribuindo para o aprimoramento
deste biomaterial. Ademais esta técnica 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 sua utilizagéo.26:27:42
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2 OBJETIVOS

Analisar o processo de formacéo 6ssea, bem como, a microarquitetura 6ssea
promovido pela associacdo entre o BioGran® e diferentes concentracdes de raloxifeno
através do método da sonoquimica em defeitos criticos realizados em calvéria de rato,
por meio de analise de microtomografia computadorizada e microscopia confocal a

laser.
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3 MATERIAIS E METODOS

Modelo experimental

Este estudo experimental foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa no
uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, SP, Brasil, sob
processo FOA 00235-2017, e realizado de acordo com as diretrizes ARRIVE para
pesquisa em animais, propostas por Kilkenny.** Doze ratos machos (Rattus
norvegicus, Albinus, Wistar), pesando 300 a 400 g, na idade adulta, foram

selecionados e divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:

TABELA 1 - Apresentacgao dos grupos de acordo com o material de enxertia

IDENTIFICACAO N MATERIAL DE ENXERTIA

DO GRUPO
BG 4 BioGran® 100%
animais
BG + RL10% 4 BioGran® 90%.+ 10% Raloxifeno
animais
BG + RL20% 4 BioGran® 80% + 20% Raloxifeno
animais

Fonte: Autor, 2021

Preparacdo do Biomaterial:

O protocolo empregado para a preparacdo e caracterizacao do Biomaterial foi
o estabelecido por Gomes-Ferreira et al.,° realizado no Laboratério de Materiais
Avancados do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias da UNESP-Bauru

(Responsavel: professor Paulo Noronha Lisboa-Filho).

Para preparacdo do biomaterial, o BioGran® associado a 10% (BG + RL10%)
e 20% em massa de Raloxifeno (BG + RL20%), foi submetido a um processamento

ultrassoénico. De forma que, a cada 0,9 g de BioGran®, 0,1g de Raloxifeno na sua
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forma sélida foi utilizado (BG + RL10%) (Figura 1) ou a cada 0,8 g de BioGran®, 0,29
de Raloxifeno foi associado (BG + RL20%) (Figura 2). Assim, foi promovida a

homogeneizagao ou incorporacao do raloxifeno ao biomaterial BioGran®.

Essa sintese ultrassonica foi realizado através do aparelho Sonics® VCX-750
(Sonics & Materials, Inc., EUA), por cerca de 15 minutos.*° Os parametros adotados
foram: poténcia de 750 W; frequéncia de 20 kHz; e 40% da amplitude nominal do
equipamento (450W / cm?). Foi utilizada como solvente para os solutos a agua ultra-
pura Milli-Q® (Millipore, EUA). A agua Milli-Q® ultrapura faz com que as bolhas de
cavitacdo tenham maior vapor de soluto e, assim, acelere o efeito da cavitacao

acustica.

De maneira que esta técnica consiste na conversao de voltagem elétrica em
ondas sonoras, por meio de um aparelho ultrassom. Estas ondas sonoras causam
vibragbes mecénicas que séo transferidas para o meio liquido formando
bolhas/microbolhas, que entram em colapso, processo este denominado de cavitagao
acustica.** Durante este processo foi utilizado um ultrassom de ponteira que oscila a
uma frequéncia fixa e potencial variavel. A oscilacdo 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.*® As vibracdes dessa ponteira, em
associacdo ao colapso das bolhas, sdo capazes de provocar a incorporacdo de
substancias biotivas a materiais, e a reducdo das particulas a escala manométrica.
Quando o ultrassom é aplicado a um sistema soélido-liquido, devido a proximidade da
superficie soélida, 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 o nome de
microstreaming (microjatos), ou seja, ha uma penetracdo das bolhas formadas na

maitriz sélida.4®

Uma vez realizado este processamento, as amostras foram deixadas para
secar a 60 °C por um periodo de 8 horas. O processo de esterilizagdo do biomaterial

foi efetivado por meio de exposicao ultravioleta (UV).



19

FIGURA 1 - Processo de sonicacdo do BioGran® associado a Raloxifeno 10% (BG +

RL10%)
St RS RIS
BioGran ® {0,9g) Raloxifeno (0,1g) ] BioGran ® (0,9g) + Raloxifeno (0,1g)
AGUA Mili-Q® AGUA Mmili-Q® Sonicados
ULTRASSOM
15 MIN, POTENCIA DE 750W,
FREQUENCIA DE 20 KHZ, 40%
DA AMPLITUDE NOMINAL
(450W/CM?),

Fonte: Autor, 2021

Figura 2 - Processo de sonicacdo do BioGran® associado a Raloxifeno 20% (BG +

RI20%)

| | —
BioGran © (0,8g) Raloxifeno (0,2g) BioGran © (0,8g) + Raloxifeno (0,2g)
AGUA Mili-Q® AGUA Mili-Q® Sonicados

ULTRASSOM
15 MIN, POTENCIA DE 750W,
FREQUENCIA DE 20 KHZ, 40%
DA AMPLITUDE NOMINAL
(as0W/CMm?).

Fonte: Autor, 2021

Procedimento cirargico

Para execucao do procedimento cirargico, apos jejum de oito horas, os animais
foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina (Dopaser®, Laboratorio do
Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil) a 6 mg / kg e cetamina (Vetaset®, Fort Dodge, Saude
Animal LTDA, Campinas, Brasil) a 70 mg / kg. O preparo do sitio cirargico foi realizado

na regiao fronto-parietal da calvaria com, e antissepsia com iodo povidona 10% (PVPI
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10%, com iodo ativo 1%; Riodeine, Rioquimica, Sao José do Rio Preto, Brasil). Os
animais foram colocados em decubito ventral e campos estéreis foram posicionados.
Para acessar a calvaria, uma incisdo em forma de U com aproximadamente 2cm foi
efetuada com uma lamina de bisturi 15C (Feather Industries Ltd., Téquio, Japao)
acoplada a um cabo de bisturi (Hu-Friedy®, Frankfurt, Alemanha). O retalho de
espessura total foi destacado cuidadosamente com um descolador tipo Molt (Hu-
Friedy®, German) para fornecer exposicdo 0ssea. Assim defeitos 6sseos foram
performados na regido parietal sob irrigacdo salina estéril com uma trefina 5 mm (3i
Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA. Os defeitos foram preenchidos
conforme 0s grupos experimentais, cobertos com membrana de 0sso bovino
reabsorvivel (Baumer®, GenDerm; Brazil), e em seguida a sintese do retalho foi
efetuada através de uma sutura interrompida simples com fio de Nylon 5-0 (Nylon 5.0,
Mononylon, Ethicon (Figura 3). Apds o procedimento, 0s animais receberam uma dose
intramuscular de 20.000 Ul de penicilina G benzatina (Pentabibtica, Veterinario
Pequeno Porte, Fort Dodge Animal Health Ltd., Campinas, Brasil) por injecéao

intramuscular.

Figura 3 — Cirurgia para confeccdo do defeito critico em calvaria. A: Tricotomia; B:
Incisdo; C e D: Confeccao do defeito Critico; E: deposicdo do biomaterial no defeito
critico; F; Sutura.

Fonte: Autor, 2021
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Infiltrac@o pos-operatoria dos fluorocromos

Aos 14 dias do procedimento cirurgico foi administrado por via intramuscular
20mg/kg do fluorocromo calceina e aos 24 dias 20mg/kg do fluorocromo vermelho de

alizarina, para a realizacao da microscépia confocal a laser.

Eutanasia dos animais e coleta dos espécimes

A eutanasia dos animais aconteceu 30 dias ap0s a realizacdo do procedimento
cirargico, através de uma sobredosagem de anestésicos, Cloridrato de Ketamina a
1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil),
10mg/Kg, e Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda,
Séo Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Constatada a morte dos animais, toda a regido da calvaria

contendo os materiais enxertados foram removidas.

FIGURA 4 - Delineamento do modelo experimental

VERMELHO
PROCEDIMENTO i ;
- CALCEINA e ALiZARINA EUTANASIA
CIRURGICO 20mg/kg IM
20mg/Kg

I I I I n
I I I I g

Fonte: Autor, 2021

Analise Microtomografica (Micro-CT)

Apbs a eutandsia dos espécimes, as amostras foram armazenadas em solucéo
de formalina a 10% (pH=7,0) lavadas em agua corrente por 24 horas e acondicionadas
em alcool a 70%. Os espécimes foram escaneados em um microtomégrafo (SkyScan
1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), cortes de 11 pm de espessura (90Kv
e 111pA), filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotacao de 0,6 mm, resolucéo de
2016 x 1344, e um tempo de aquisicdo de 50 minutos. Apds, as imagens foram

reconstruidas utilizando o software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan — Kontich, Belgium)
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com um alisamento de 2, uma correcdo de artefato em anel de 5, correcdo de
endurecimento do feixe de 20%, e uma variacdo de correcdo de imagem de 0,007 a
0,061. Através do software Data Viewer (SkyScan, Versédo 1.4.4 64-bit) as imagens
foram reconstruidas nos planos transversal, longitudinal e sagital. As analises do
defeito critico, em 40 slices, foram avaliadas no software CTAnalyzer (CTAnN)
(v1.12.4.0) (SkyScan — Kontich, Belgium). Com isso, foram definidos a fracdo de
volume o6sseo (BVITV), a superficie de interseccdo (i.S), e a densidade de
conectividade (Conn.Dn) conforme preconizado por Bouxsein et al.*’ Foi realizada

uma reconstrucao em 3D através do software CTvox (SkyScan,Verséo 2.7).

Microscopia confocal a laser

Para esta andlise foi administrado nos animais do estudo calceina e vermelho
alizarina conforme descrito anteriormente no delineamento do estudo experimental.
ApoOs passarem por um processo de desidratacdo por uma sequéncia crescente de
alcoois, as pecas foram infiltradas em solucdo de acetona e metilmetacrilato MMAL
(Classico, Artigos Odontologicos Classico, Sao Paulo, SP, Brazil) na proporgéo 1:1.
Seguido de banhos de metilmetracrilato. Peréxido de benzoila (1%, Riedel-de Haen
AG, Seelze-Hannover, Germany) foi adicionado ao ultimo banho. As amostras foram
inseridas em tubos de vidro e mantidos em uma temperatura de 37°C por 5 dias até a
polimerizacdo da resina. Apds a remocao dos tubos, foi realizado o desgaste das
amostras com broca “Maxcut” montada em motor elétrico (Strong 210, Sao Paulo, SP,
Brazil), paralelo ao plano axial das calvarias. As amostras foram, entdo, submetidas a
um progressivo desgaste manual em politrix (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250,
Buchler, Lake Bluff, Illinois) com papéis de lixa (Granulagdes de 120, 300, 400, 600,
800 e 1200; Carbimet 2, Buchler, Lake Blunff, lllinois) sob luz fluorescente, até uma
espessura de 80 um, conferida através de um paquimetro digital (Mitutoyo, Pompeia,
SP, Brazil). Os cortes histolégicos obtidos foram montados em laminas, imersos em
oleo mineral (Petrolato liquido, Maantecor, Taquara, RJ, Brazil) e fixadas com esmalte

para prevenir o extravasamento do oleo.

O escaneamento longitudinal de cada calvaria foi realizado com o microscépio
Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany), usando
objetiva 10x (aumento original de 100x), no Centro de Microscopia Eletronica do
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Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP. Obteve-se, entdo, imagens dos
fluorocromos calceina (coloracdo verde) e da alizarina (coloracdo vermelha),
separadamente, houve a reconstrucao dessas imagens, através da qual foi possivel
realizar uma sobreposicao das imagens dos florocromos, para a avaliagdo da
dindmica Ossea, da superficie de mineralizacéo ativa, e do turnover 6sseo pela taxa

de aposicdo mineral (MAR). 2°

Através do software Image J (Software de Processamento e Analise de
Imagem, Ontario, ON, Canada) foi possivel mensurar as areas correspondentes a
precipitacdo de calceina e de alizarina, com o auxilio da ferramenta “color threshold”,

a area foi selecionada e mensurada através da ferramenta “mensure”.

Para a analise da aposi¢cao 6ssea mineral, com a ferramenta “straight”, 3
medidas compreendendo a margem externa da calceina em direcdo a margem
externa da alizarina foram obtidas, sendo a média deste valor, dividido por 10
(compreende o intervalo de tempo transcorrido entre a aplicacdo da calceina e da

alizarina).*®

Analise estatistica

Os dados obtidos através da microtomografia e de microscopia confocal foram
submetidos a andlise estatistica através do software GraphPad Prism 7.03
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Foi realizado a andlise de normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk, para a distincdo dos dados paramétricos e ndo paramétricos. Os
parametros de micro-CT de porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), superficie de
intersecao (i.S), e densidade de conectividade (Conn.Dn), e de microscopia confocal
de avaliacdo da dindmica 0ssea, superficie de mineralizacéo ativa, e taxa de aposi¢ao
mineral (MAR), obedeceram ao teste de normalidade, foi, entdo, utilizado o teste de

Tukey. Adotou-se o nivel de significancia de p <0,05.
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4 RESULTADOS
Analise Microtomografica (Micro-CT)

Quanto aos dados obtidos do micro-CT, quantitativamente, referente a medida
da superficie de interseccao (i.S) foi observado no Grupo BG o valor médio de 28,5
mm~”2, no grupo BG+RL10% foi 15,22 mm”2, e BG+RL20% 24,25 mm”2, em que a
medida de superficie se apresentou semelhante ao grupo BG, entretanto havia
diferenca estatisticamente significante apenas entre os grupos BG e BG+RL10%
(p<0,05) (Tabela 2). Quando avaliado a porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), o
grupo BG+RL10% (21,56%) se mostrou inferior ao grupo BG+RL20% (41,39%) e BG
(48,88%), com diferenca estatisticamente significante entres os grupos BG e
BG+RL10%, e entre BG+RL10% e BG+RL20% (p<0,05) (Tabela 3). Com relacdo a
densidade de conectividade (Conn.Dn) o maior valor médio foi encontrado no grupo
BG+RL20% (276,81/mm”3), quando comparado aos grupos BG (269,2 1/mm”3) e
BG+RL10% (171,3 1/mm~3), entretanto ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (Tabela 4).

TABELA 2 - Resultados de Micro-CT para os grupos BG, BG+RL10%,
BG+RL20%. Superficie de interseccdo (i.S), Diferenca estatisticamente
significativa: a-b (p=0,0119)

VALOR MEDIO SD
BG ‘ 28,520 +6,169
BG+RL10% ‘ 15,22ab +2

BG+RL20% ‘ 24,45 +0,8251

Fonte: Autor, 2021

TABELA 3 - Resultados de Micro-CT para os grupos BG, BG+RL10%,
BG+RL20%. Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV). Diferenca estatisticamente
significativa: a-b (p=0,0017); b-c (p=0,0087).

VALOR MEDIO SD
BG ‘ 48,8620 +82,27
BG+RL10% ‘ 21,56%b. b +2.108

BG+RL20% ‘ 41,39bc +58,93

Fonte: Autor, 2021
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TABELA 4 - Resultados de Micro-CT para os grupos BG, BG+RL10%,
BG+RL20%. Densidade de conectividade (Conn.Dn).

VALOR MEDIO SD
BG 269,2 +8,607
BG+RL10% 171,3 +2,438
BG+RL20% 276,8 +1,76

Fonte: Autor, 2021

Microscopia confocal a laser

A representacdo do turnover 0sseo na area enxertada com o biomaterial nos
defeitos criticos pode ser vista na figura 5. Através da aplicacdo dos fluorocromos aqui
utilizados, linhas de fluorescéncia sdo determinadas pela precipitagdo organica de
calcio na matriz 6ssea, tanto pela calceina (administrada aos 14 dias, com coloracao
esverdeada), quanto pela alizarina (administrada aos 24 dias). Assim o osso formado
apos a administracdo dos fluorocromos apresentara, linhas fluorescentes verdes, que
evidenciam a expressdo do 0sso antigo, enquanto as linhas vermelhas marcam o 0sso

novo.

Quanto a dinamica 6ssea representada pelos fluorocromos foi possivel notar
que o grupo BC+RL20% apresentou a maior precipitacdo de calceina entre todos os
grupos e quando comparado a precipitacdo de alizarina, entretanto ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Em contrapartida, houve uma tendéncia de
menor precipitacdo de alizarina e maior para calceina no grupo BG+RL10%. (Figura
6)

Com relacdo a superficie de mineralizagdo ativa o grupo BG+RL!0%
apresentou o menor valor médio quando comparado ao grupo BG e BG+RL20% que
apresentaram valores similares, entretanto ndo houve diferenga estatisticamente

significativa. (Figura 7)

Em relacdo a taxa de aposicao mineral (MAR) por dia de avaliagdo do reparo

0sseo, quando comparamos 0s grupos BG+RL10% e BG+RL20%, os maiores valores
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foram encontrados no grupo BG+RL20% com diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05). (Figura 8)

FIGURA 5 - Microscopia confocal. Calceina, alizarina e sobreposicao
Calceina/Alizarina para os grupos BG, BG+RL10% e BG+RL20%

) SOBREPOSIGCAO
CALCEINA ALIZARINA ALIZARINA/CALCEINCA

t (Oaﬁn‘ .

BG+RL10%

BG+RL20%

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 6 — Dinamica 6ssea (um2) dos grupos BG, BG+RL10%, BG+RL20%,
pelas expressdes de calceina e alizarina.
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Fonte: Autor, 2021

FIGURA 7 — Superficie ativa de mineralizacdo dos grupos BG, BG+RL10%,

BG+RL20%.
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Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 8 — Taxa de aposi¢ao mineral por dia (um) dos grupos BG, BG+RL10%,
BG+RL20%, avaliada linearmente. “*” indica uma diferenga estatisticamente

significativa, p<0,05.

MAR (um/dia)
®

|

BG+RL10% BG+RL20%

Fonte: Autor, 2021
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5 DISCUSSAO

Considera-se na atualidade que o caminho para as pesquisas em biomateriais
utilizados como enxertos 0sseos seja a funcionalizacdo desses biomateriais, atraves

da adicdo de moléculas ativas.

Diversos estudos tem demonstrado a eficacia do Raloxifeno, ndo s6, na
prevencdo da osteoporose,*®°! mas similarmente de maneira local, melhorando o
reparo 6sseo0.232%3! Trata-se de um modulador seletivo do receptor de estrégeno
(SERM), de segunda geragdo. Compdem um conjunto de moléculas ndo hormonais
gue se conectam a receptores de estrégeno, atuando como agonista ou antagonista
do estrébgeno em determinados tecido-alvo.>? De modo que no tecido 6sseo é
encontrado em osteoblastos, e desempenha papel na inibicAo da atividade

oscteoclastica.>1:53

Para avaliarmos de forma eficaz a morfologia e a microarquitetura 6ssea, 0
micro-CT é considerado uma analise essencial em animais de pequeno porte. Sdo
adquiridos dados capazes de permitir a reconstrucdo em 3D do espécime.?’
Parametros como densidade de conectividade (Conn.Dn) e fracdo de volume ésseo
(BVITV) sdo importantes na determinacao dos resultados da microarquitetura do 0sso
trabecular.#” Valores aproximados destes parametros foram encontrados entre os
grupos BG e BG+RL20%, com o maior valor de densidade de conectividade para o
grupo BG+RL20%, embora ndo haja diferenca estatisticamente significante neste
resultado, evidenciando, assim, uma melhor qualidade 6ssea da microarquitetura
desses enxertos. Os menores valores para os parametros de micro-CT avaliados
foram encontrados no Grupo BG+RL10%, resultados inferiores ao grupo controle
onde o BioGran® foi enxertado sem a associacdo ao raloxifeno, demonstrando que
esta concentracdo de raloxifeno ndo é suficiente para promover uma resposta a nivel

local no tecido 6sseo.

Para compreender o processo de consolidagcdo dos enxertos quando 0s
biomateriais sao utilizados, foi utilizado a administracdo de fluorocromos a fim de
determinar a formacdo Ossea. Ocorre que a calceina e o vermelho de alizarina
possuem a capacidade de se unir diretamente ao calcio na fase em que ele precipita
na matriz 6ssea, assim por causa dessa correlacdo é possivel inferir a quantidade de

osso formado, de tecido mineralizado, através da quantidade de fluorescéncia.>* 5°
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De forma que, o grupo cujo defeito continha apenas BioGran® apresentou uma
equivaléncia entre os fluorocromos calceina e vermelho de alizarina, ou seja,
quantidades equivalentes de osso antigo formado, aos 14 dias, e de 0Sso, novo,
formado aos 24 dias. Quando observamos o grupo em que o BioGran® foi associado
a uma concentracdo de 10% em massa de Raloxifeno, ha uma baixa concentracéo
nos niveis de ambos os fluorocromos, evidenciando que esta concentracdo de
farmaco nao foi eficaz em melhorar a mineralizacdo 0ssea e por consequéncia a
formacao Ossea, corroborando os resultados encontrados pela anélise de micro-Ct.
Em contrapartida, quando a concentracdo de Raloxifeno era de 20% houve uma maior
expressdo de calceina quando comparado aos demais grupos. Ocorre que a
quantidade de principio ativo da droga dentro do biomaterial presente no defeito 6sseo
foi suficiente para permitir uma acgéo local deste farmaco, o que resultou no aumento
da precipitacdo de calcio, no periodo inicial (14 dias), evidenciado pela maior
precipitacdo de calceina, o que pode demonstrar que o tecido 6sseo formado no
defeito foi mineralizado ja no periodo de 14 dias, ou seja, mineralizou mais cedo que
nos demais grupos, de mesma maneira, a atuagédo do farmaco a nivel local pode ter
contribuindo para uma diminuicdo da reabsorcédo do osso formado neste periodo, o
gue também teria contribuindo para esta maior formacédo neste periodo. Quando
analisamos a taxa de aposi¢ao mineral (MAR) por dia de avaliacdo do reparo 0sseo,
0 grupo BG+RL20% alcangou os maiores valores, com diferenga estatisticamente

significativa, confirmando o que foi dito previamente.

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa utilizando o
BioGran® e as concentracdes de 10% e 20% em massa de raloxifeno em defeitos
criticos de calvarias de ratos, foi realizada uma andlise da microarquitetura 6ssea
utilizando apenas a analise de micro-CT. Outros parametros foram considerados para
esta analise e os melhores resultados, com diferenca estatisticamente significativa (p
<0,05) foram encontrados para o grupo onde o BioGran® em 100% de massa estava
presente e para o grupo em gque a concentracdo de Raloxifeno foi de 20% em massa??,
corroborando os achados encontrados pelas analises de micro-CT e microscopia

confocal realizadas nesta etapa do nosso estudo.
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6 CONCLUSAO

A concentracao de 20% em massa de Raloxifeno parece ter contribuido para
aceleracdo do reparo 6sseo, dada a precipitacdo dos minerais, em um periodo mais
inicial da formacédo 6ssea, o que pode ter levado este tecido a uma maturacao 6ssea
mais cedo do que os demais grupos. Em contrapartida, quando a concentracéo era
de 10% em massa de Raloxifeno, parece ter havido um retardo no processo de reparo
0sseo, com resultados inferiores ao grupo em que o BioGran® nao foi associado ao

Raloxifeno.

Outras analises devem ser realizadas para melhor caracterizar o tecido 6sseo
formado decorrente do enxerto BioGran® associado ao Raloxifeno em nivel celular.
Periodos mais longos de avaliagdo também podem permitir uma melhor
caracterizacdo do processo de reparo, dando o enfoque para as respostas de

remodelacéo Ossea.
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