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Siqueira NB. Efeito do BioGran® funcionalizado ao Raloxifeno através do 

processamento ultrassônico no reparo ósseo em defeitos críticos de calvárias de ratos 

[dissertação]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 

2021. 

RESUMO 

Este estudo teve como objetivo analisar o processo de formação óssea, bem como a 

microarquitetura óssea promovido pela associação entre o BioGran® e diferentes 

concentrações de raloxifeno através do método da sonoquímica em defeitos críticos 

realizados em calvária de rato. Em um total de doze ratos machos, um defeito crítico 

de 5 mm de diâmetro foi feito e preenchido com BioGran® 100% (Bg), BioGran® 90% 

associado à Raloxifeno 10%, e BioGran® 80% associado à Raloxifeno 20%. Aos 14 

e 24 dias pós-operatório, foram aplicados os fluorocromos calceína e alizarina, de 

modo respectivo. A eutanásia ocorreu aos 30 dias após a realização do procedimento 

cirúrgico para enxertia dos biomateriais. Análise de microtomografia computadorizada 

(micro-CT) através dos parâmetros de superfiície de intersecção (i.S), fração de 

volume ósseo (BV/TV) e densidade de conectividade (Conn.Dn) e por microscopia 

confocal a laser por meio da dinâmica óssea, superfície de mineralização ativa e a 

taxa de aposição mineral (MAR). Os dados foram analisados através de análise 

estatística utilizando o teste de normalidade Shapiro-Wilk e o pós teste de Turkey 

(p<0.05). Para os parâmetros de micro-CT avaliados os menores valores foram 

encontrados no grupo BG+RL10% (p<0,05), valores similares foram encontrados 

entre os grupos BG e BG+RL20%. A microscopia confocal evidenciou melhor 

mineralização óssea e maior taxa de aposição mineral (MAR) para o Grupo 

BG+RL20% (p<0,05%). Conclusão: A concentração de Raloxifeno a 20% combinado 

ao BioGran® pelo método da sonoquímica parece ter acelerado o reparo ósseo. 

Palavras-chave: Materiais biocompatíveis. Sonicação, Cloridrato de raloxifeno. 

  



Siqueira NB. Effect of BioGran® functionalized to Raloxifene through ultrasonic 

processing in bone repair in critical defects in rat calvaria [dissertação]. Araçatuba: 

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 INTRODUÇÃO 

As reabilitações orais através da terapia com implantes demandam que haja 

volume ósseo suficiente além da qualidade deste no rebordo remanescente.1,2 Dessa 

maneira, um aumento ósseo prévio pode ser requerido, sendo para tanto utilizadas 

inúmeras técnicas e substitutos ósseos.3 

O enxerto ósseo de origem autógena é considerado o biomaterial mais 

apropriado quando há a necessidade de restauração da arquitetura óssea devido a 

preservação das células e proteínas osteogênicas.4-7 

Todavia, a obtenção do enxerto ósseo autógeno pode trazer ao paciente 

morbidades, como lesões nervosas, além do aumento do tempo cirúrgico, uma vez 

que há a necessidade de um segundo sítio, aumento dos custos, dor e reabsorção 

imprevisível deste enxerto.8,9 O uso deste tipo de enxerto é condicionado a 

disponibilidade do tecido em termos de qualidade e quantidade óssea da área 

doadora5, assim, o paciente pode não possuir um sítio doador com a quantidade 

demandada pela área destinatária, ou, as condições médicas do paciente podem 

influenciar a qualidade óssea, o que pode tornar a utilização deste tipo de enxerto com 

menor aproveitamento.10,11 

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

como os xenoenxertos, os enxertos alógenos e os materiais aloplásticos.10,11 

O uso dos enxertos ou substitutos ósseos vai além das perdas ósseas 

provocadas por extrações dentais. Eles podem ser utilizados para tratamentos de 

defeitos provocados por tumores ósseos, trauma, pseudo-artrose e doenças 

destrutivas das articulações, inclusive em outras localizações que não a face.9,12,13 

Um dos biomateriais mais aplicados como substituto ósseo é o Bio-Oss®, um 

enxerto ósseo bovino desmineralizado,14 cuja utilização é amplamente consolidada, 

com resultados clínicos exitosos mencionados na literatura.15-18 Uma eficácia de cerca 

de 80-100% foi apontada quando este material era empregado, dessa forma, sugeriu-

se uma eficácia semelhante ao osso autógeno, o que faz com que seja considerado 

como promissor em comparação aos demais de sua categoria.19,20 Entretanto, tal 

material apresenta custo elevado se comparado aos demais de sua categoria, 

exigindo que novas tecnologias e materiais sejam aprimoradas com o propósito de 
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induzir ao máximo o desenvolvimento de tecido ósseo através da angiogênese e 

osteogênese, com um custo reduzido.21-23 

Uma possibilidade que tem sido explorada recentemente, consiste na melhora 

das propriedades destes biomateriais, através da funcionalização de suas superfícies, 

com moléculas bioativas que atuam diretamente nas células do tecido ósseo, 

desencadeando respostas favoráveis ao processo de reparo tecidual.23 Para tanto foi 

demonstrado a viabilidade da utilização do processo de sonicação através do ultra-

som, na qual é possível promover a síntese de materiais nanoestruturados, 

homogeinizando duas ou mais substâncias, por meio de ondas ultra-sônicas, 

promovendo modificações químicas e físicas.24-28 

O processamento ultrassônico, é considerado um método ecologicamente 

correto, econômico e simples, capaz de prover a elaboração de nanopartículas com 

características incomuns, em comparação com outros processos de síntese de 

matérias e/ou substâncias.28 

Resultados favoráveis têm atestado a efetividade da associação de um 

modulador seletivo de receptores de estrogênio, o Raloxifeno, a materiais de enxertia 

óssea com o objetivo de melhorar a neoformação óssea através da osteocondução,29-

31 utilizando a técnica da sonicação a ser utilizada no presente trabalho.23,31 

Sabe-se que o BioGran®, é uma cerâmica bioativa que apresenta propriedades 

osteocondutivas e boa biocompatibilidade, além disso sua reabsorção ocorre devido 

à dissolução química.32 Essa vitrocerâmica é formulada a partir de 45% de dióxido de 

silício (SiO2), 24,5% de óxido de cálcio (CaO), 24,5% de óxido de sódio (NaO2) e 6% 

de pentóxido de fósforo (P2O5).33 Ainda, bons resultados com o seu uso tem sido 

reportado para fins de enxertia óssea.34,35 

Junto a estas propriedades, considera-se que a adição de moléculas bioativas, 

como o modulador seletivo de receptor de estrógeno, atuando diretamente em 

osteoblastos do leito receptor, pode desencadear melhores respostas biológicas, o 

que pode resultar numa melhora do tecido ósseo reparacional. Promovendo um efeito 

a nível celular, ainda maior, através da osteocondução.23,29  

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

biomateriais vem crescendo consideravelmente.36-38 Estima-se que cerca de 2,2 
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milhões de cirurgias com o uso de substitutos ósseos sejam feitos por ano no mundo, 

movimentando cerca de 2,5 bilhões de dólares.39,40 Ainda, prevê-se que este mercado 

venha a mobilizar cerca de 922,6 milhões em 2024.41 Dessa forma, constituindo um 

mercado atrativo do ponto de vista financeiro. 

Assim, diante do exposto, torna-se interessante viabilizar e investigar a 

funcionalização de um biomaterial com características superiores aos disponíveis no 

mercado, com um custo reduzido, por meio da associação entre o Raloxifeno e o 

BioGran® utilizando a sonoquímica. Dessa forma contribuindo para o aprimoramento 

deste biomaterial. Ademais está técnica tem sido apontada como capaz de promover 

síntese de substâncias, além de, melhoras significativas das características de 

biomateriais e medicamentos, assim, espera-se, da mesma forma, estudar mais a 

fundo a sua utilização.26,27,42 
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2 OBJETIVOS 

Analisar o processo de formação óssea, bem como, a microarquitetura óssea 

promovido pela associação entre o BioGran® e diferentes concentrações de raloxifeno 

através do método da sonoquímica em defeitos críticos realizados em calvária de rato, 

por meio de análise de microtomografia computadorizada e microscopia confocal a 

laser. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Modelo experimental 

Este estudo experimental foi aprovado pelo Comitê de ética em pesquisa no 

uso de animais da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, SP, Brasil, sob 

processo FOA 00235-2017, e realizado de acordo com as diretrizes ARRIVE para 

pesquisa em animais, propostas por Kilkenny.43 Doze ratos machos (Rattus 

norvegicus, Albinus, Wistar), pesando 300 a 400 g, na idade adulta, foram 

selecionados e divididos aleatoriamente em três grupos experimentais:  

 

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

IDENTIFICAÇÃO 

DO GRUPO 

N MATERIAL DE ENXERTIA 

BG  4 

animais 

BioGran® 100% 

BG + RL10% 4 

animais 

BioGran® 90%.+ 10% Raloxifeno 

BG + RL20% 4 

animais 

BioGran® 80% + 20% Raloxifeno 

Fonte: Autor, 2021 

 

Preparação do Biomaterial: 

O protocolo empregado para a preparação e caracterização do Biomaterial foi 

o estabelecido por Gomes-Ferreira et al.,30 realizado no Laboratório de Materiais 

Avançados do Departamento de Física da Faculdade de Ciências da UNESP-Bauru 

(Responsável: professor Paulo Noronha Lisboa-Filho).  

Para preparação do biomaterial, o BioGran® associado à 10% (BG + RL10%) 

e 20% em massa de Raloxifeno (BG + RL20%), foi submetido a um processamento 

ultrassônico. De forma que, a cada 0,9 g de BioGran®, 0,1g de Raloxifeno na sua 
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forma sólida foi utilizado (BG + RL10%) (Figura 1) ou a cada 0,8 g de BioGran®, 0,2g 

de Raloxifeno foi associado (BG + RL20%) (Figura 2). Assim, foi promovida a 

homogeneização ou incorporação do raloxifeno ao biomaterial BioGran®. 

Essa síntese ultrassônica foi realizado através do aparelho Sonics® VCX-750 

(Sonics & Materials, Inc., EUA), por cerca de 15 minutos.30 Os parâmetros adotados 

foram: potência de 750 W; frequência de 20 kHz; e 40% da amplitude nominal do 

equipamento (450W / cm2). Foi utilizada como solvente para os solutos a água ultra-

pura Milli-Q® (Millipore, EUA). A água Milli-Q® ultrapura faz com que as bolhas de 

cavitação tenham maior vapor de soluto e, assim, acelere o efeito da cavitação 

acústica. 

De maneira que esta técnica consiste na conversão de voltagem elétrica em 

ondas sonoras, por meio de um aparelho ultrassom. Estas ondas sonoras causam 

vibrações mecânicas que são transferidas para o meio líquido formando 

bolhas/microbolhas, que entram em colapso, processo este denominado de cavitação 

acústica.44 Durante este processo foi utilizado um ultrassom de ponteira que oscila a 

uma frequência fixa e potencial variável. A oscilação rápida desta ponteira produz um 

campo de alta energia no fluído. No solvente dentro desse campo acontece um 

processo de ebulição e colapso de bolhas.45 As vibrações dessa ponteira, em 

associação ao colapso das bolhas, são capazes de provocar a incorporação de 

substâncias biotivas a materiais, e a redução das partículas a escala manométrica. 

Quando o ultrassom é aplicado a um sistema sólido-líquido, devido à proximidade da 

superfície sólida, o colapso entre as bolhas ocorre de forma assimétrica, há uma 

entrada de fluido da bolha para a superfície sólida, a este fenômeno dá-se o nome de 

microstreaming (microjatos), ou seja, há uma penetração das bolhas formadas na 

matriz sólida.46 

Uma vez realizado este processamento, as amostras foram deixadas para 

secar a 60 ºC por um período de 8 horas. O processo de esterilização do biomaterial 

foi efetivado por meio de exposição ultravioleta (UV). 
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FIGURA 1 - Processo de sonicação do BioGran® associado à Raloxifeno 10% (BG + 
RL10%) 

 

Fonte: Autor, 2021 

 

 

Figura 2 - Processo de sonicação do BioGran® associado à Raloxifeno 20% (BG + 
Rl20%) 

 

Fonte:  Autor, 2021 

 

Procedimento cirúrgico 

Para execução do procedimento cirúrgico, após jejum de oito horas, os animais 

foram anestesiados por injeção intramuscular de xilazina (Dopaser®, Laboratório do 

Brasil Ltda, São Paulo, Brasil) a 6 mg / kg e cetamina (Vetaset®, Fort Dodge, Saúde 

Animal LTDA, Campinas, Brasil) a 70 mg / kg. O preparo do sítio cirúrgico foi realizado 

na região fronto-parietal da calvária com, e antissepsia com iodo povidona 10% (PVPI 
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10%, com iodo ativo 1%; Riodeine, Rioquímica, São José do Rio Preto, Brasil). Os 

animais foram colocados em decúbito ventral e campos estéreis foram posicionados. 

Para acessar a calvária, uma incisão em forma de U com aproximadamente 2cm foi 

efetuada com uma lâmina de bisturi 15C (Feather Industries Ltd., Tóquio, Japão) 

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 exposição óssea.  Assim defeitos ósseos foram 

performados na região parietal sob irrigação salina estéril com uma trefina 5 mm (3i 

Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA. Os defeitos foram preenchidos 

conforme os grupos experimentais, cobertos com membrana de osso bovino 

reabsorvível (Baumer®, GenDerm; Brazil), e em seguida a síntese do retalho foi 

efetuada através de uma sutura interrompida simples com fio de Nylon 5-0 (Nylon 5.0, 

Mononylon, Ethicon (Figura 3). Após o procedimento, os animais receberam uma dose 

intramuscular de 20.000 UI de penicilina G benzatina (Pentabiótica, Veterinário 

Pequeno Porte, Fort Dodge Animal Health Ltd., Campinas, Brasil) por injeção 

intramuscular. 

 

Figura 3 – Cirurgia para confecção do defeito crítico em calvária. A: Tricotomia; B: 
Incisão; C e D: Confecção do defeito Crítico; E: deposição do biomaterial no defeito 
crítico; F: Sutura. 

Fonte:  Autor, 2021 
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Infiltração pós-operatória dos fluorocromos  

Aos 14 dias do procedimento cirúrgico foi administrado por via intramuscular 

20mg/kg do fluorocromo calceína e aos 24 dias 20mg/kg do fluorocromo vermelho de 

alizarina, para a realização da microscópia confocal a laser. 

 

Eutanásia dos animais e coleta dos espécimes 

A eutanásia dos animais aconteceu 30 dias após a realização do procedimento 

cirúrgico, através de uma sobredosagem de anestésicos, Cloridrato de Ketamina a 

1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, Brasil), 

10mg/Kg, e Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, 

São Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Constatada a morte dos animais, toda a região da calvária 

contendo os materiais enxertados foram removidas. 

 

FIGURA 4 - Delineamento do modelo experimental 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  Autor, 2021 

 

Análise Microtomográfica (Micro-CT) 

Após a eutanásia dos espécimes, as amostras foram armazenadas em solução 

de formalina a 10% (pH=7,0) lavadas em água corrente por 24 horas e acondicionadas 

em álcool a 70%. Os espécimes foram escaneados em um microtomógrafo (SkyScan 

1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), cortes de 11 μm de espessura (90Kv 

e 111μA), filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotação de 0,6 mm, resolução de 

2016 × 1344, e um tempo de aquisição de 50 minutos. Após, as imagens foram 

reconstruídas utilizando o software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan – Kontich, Belgium) 

DIA 0 DIA 14 DIA 24 DIA 30 

PROCEDIMENTO 
CIRÚRGICO 

CALCEÍNA 
20mg/kg IM 

VERMELHO 
DE ALIZARINA 

20mg/Kg 

EUTANÁSIA  
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com um alisamento de 2, uma correção de artefato em anel de 5, correção de 

endurecimento do feixe de 20%, e uma variação de correção de imagem de 0,007 a 

0,061. Através do software Data Viewer (SkyScan, Versão 1.4.4 64-bit) as imagens 

foram reconstruídas nos planos transversal, longitudinal e sagital. As análises do 

defeito crítico, em 40 slices, foram avaliadas no software CTAnalyzer (CTAn) 

(v1.12.4.0) (SkyScan – Kontich, Belgium). Com isso, foram definidos a fração de 

volume ósseo (BV/TV), a superfície de intersecção (i.S), e a densidade de 

conectividade (Conn.Dn) conforme preconizado por Bouxsein et al.47 Foi realizada 

uma reconstrução em 3D através do software CTvox (SkyScan,Versão 2.7). 

 

Microscopia confocal a laser 

Para está análise foi administrado nos animais do estudo calceína e vermelho 

alizarina conforme descrito anteriormente no delineamento do estudo experimental. 

Após passarem por um processo de desidratação por uma sequência crescente de 

álcoois, as peças foram infiltradas em solução de acetona e metilmetacrilato MMAL 

(Clássico, Artigos Odontológicos Clássico, São Paulo, SP, Brazil) na proporção 1:1. 

Seguido de banhos de metilmetracrilato. Peróxido de benzoíla (1%, Riedel-de Haen 

AG, Seelze-Hannover, Germany) foi adicionado ao último banho. As amostras foram 

inseridas em tubos de vidro e mantidos em uma temperatura de 37ºC por 5 dias até a 

polimerização da resina. Após a remoção dos tubos, foi realizado o desgaste das 

amostras com broca “Maxcut” montada em motor elétrico (Strong 210, São Paulo, SP, 

Brazil), paralelo ao plano axial das calvárias. As amostras foram, então, submetidas a 

um progressivo desgaste manual em politrix (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250, 

Buchler, Lake Bluff, Illinois) com papéis de lixa (Granulações de 120, 300, 400, 600, 

800 e 1200; Carbimet 2, Buchler, Lake Blunff, Illinois) sob luz fluorescente, até uma 

espessura de 80 μm, conferida através de um paquímetro digital (Mitutoyo, Pompeia, 

SP, Brazil). Os cortes histológicos obtidos foram montados em lâminas, imersos em 

óleo mineral (Petrolato líquido, Maantecor, Taquara, RJ, Brazil) e fixadas com esmalte 

para prevenir o extravasamento do óleo.  

O escaneamento longitudinal de cada calvária foi realizado com o microscópio 

Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany), usando 

objetiva 10x (aumento original de 100x), no Centro de Microscopia Eletrônica do 
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Instituto de Biociências de Botucatu, UNESP. Obteve-se, então, imagens dos 

fluorocromos calceína (coloração verde) e da alizarina (coloração vermelha), 

separadamente, houve a reconstrução dessas imagens, através da qual foi possível 

realizar uma sobreposição das imagens dos florocromos, para a avaliação da 

dinâmica óssea, da superfície de mineralização ativa, e do turnover ósseo pela taxa 

de aposição mineral (MAR). 29 

Através do software Image J (Software de Processamento e Análise de 

Imagem, Ontario, ON, Canadá) foi possível mensurar as áreas correspondentes à 

precipitação de calceína e de alizarina, com o auxílio da ferramenta “color threshold”, 

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

Para a análise da aposição óssea mineral, com a ferramenta “straight”, 3 

medidas compreendendo a margem externa da calceína em direção a margem 

externa da alizarina foram obtidas, sendo a média deste valor, dividido por 10 

(compreende o intervalo de tempo transcorrido entre a aplicação da calceína e da 

alizarina).48 

 

Análise estatística 

Os dados obtidos através da microtomografia e de microscopia confocal foram 

submetidos à análise estatística através do software GraphPad Prism 7.03 

(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Foi realizado a análise de normalidade pelo teste 

de Shapiro-Wilk, para a distinção dos dados paramétricos e não paramétricos. Os 

parâmetros de micro-CT de porcentagem de volume ósseo (BV/TV), superfície de 

interseção (i.S), e densidade de conectividade (Conn.Dn), e de microscopia confocal 

de avaliação da dinâmica óssea, superfície de mineralização ativa, e taxa de aposição 

mineral (MAR), obedeceram ao teste de normalidade, foi, então, utilizado o teste de 

Tukey. Adotou-se o nível de significância de p <0,05. 
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4 RESULTADOS 

Análise Microtomográfica (Micro-CT) 

 Quanto aos dados obtidos do micro-CT, quantitativamente, referente à medida 

da superfície de intersecção (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 superfície se apresentou semelhante ao grupo BG, entretanto havia 

diferença estatisticamente significante apenas entre os grupos BG e BG+RL10% 

(p<0,05) (Tabela 2). Quando avaliado a porcentagem de volume ósseo (BV/TV), o 

grupo BG+RL10% (21,56%) se mostrou inferior ao grupo BG+RL20% (41,39%) e BG 

(48,88%), com diferença estatisticamente significante entres os grupos BG e 

BG+RL10%, e entre BG+RL10% e BG+RL20% (p<0,05) (Tabela 3). Com relação 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 não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos (Tabela 4). 

 

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

VALOR MÉDIO SD 

BG 28,5a-b ±6,169 

BG+RL10% 15,22a-b ±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 ósseo (BV/TV). Diferença estatisticamente 
significativa: a-b (p=0,0017); b-c (p=0,0087).  

VALOR MÉDIO SD 

BG 48,86a-b  ±82,27  

BG+RL10% 21,56a-b. b-c  ±2,108  

BG+RL20% 41,39b-c ±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 MÉDIO 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 representação do turnover ósseo na área enxertada com o biomaterial nos 

defeitos críticos pode ser vista na figura 5. Através da aplicação dos fluorocromos aqui 

utilizados, linhas de fluorescência são determinadas pela precipitação orgânica de 

cálcio na matriz óssea, tanto pela calceína (administrada aos 14 dias, com coloração 

esverdeada), quanto pela alizarina (administrada aos 24 dias). Assim o osso formado 

após a administração dos fluorocromos apresentará, linhas fluorescentes verdes, que 

evidenciam a expressão do osso antigo, enquanto as linhas vermelhas marcam o osso 

novo.  

Quanto a dinâmica óssea representada pelos fluorocromos foi possível notar 

que o grupo BC+RL20% apresentou a maior precipitação de calceína entre todos os 

grupos e quando comparado a precipitação de alizarina, entretanto não houve 

diferença estatisticamente significativa. Em contrapartida, houve uma tendência de 

menor precipitação de alizarina e maior para calceina no grupo BG+RL10%. (Figura 

6) 

Com relação a superfície de mineralização ativa o grupo BG+RL!0% 

apresentou o menor valor médio quando comparado ao grupo BG e BG+RL20% que 

apresentaram valores similares, entretanto não houve diferença estatisticamente 

significativa. (Figura 7) 

Em relação a taxa de aposição mineral (MAR) por dia de avaliação do reparo 

ósseo, quando comparamos os grupos BG+RL10% e BG+RL20%, os maiores valores 



26 
 

foram encontrados no grupo BG+RL20% com diferença estatisticamente significativa 

(p<0,05). (Figura 8) 

 
 
FIGURA 5 – Microscopia confocal. Calceina, alizarina e sobreposição 
Calceína/Alizarina para os grupos BG, BG+RL10% e BG+RL20% 

 

Fonte:  Autor, 2021 
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FIGURA 6 – Dinâmica óssea (μm2) dos grupos BG, BG+RL10%, BG+RL20%, 
pelas expressões de calceína e alizarina. 

 
Fonte:  Autor, 2021 

 
 
 
FIGURA 7 – Superfície ativa de mineralização dos grupos BG, BG+RL10%, 
BG+RL20%. 
 

 
Fonte:  Autor, 2021 
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FIGURA 8 – Taxa de aposição mineral por dia (μm) dos grupos BG, BG+RL10%, 
BG+RL20%, avaliada linearmente. “*” indica uma diferença estatisticamente 
significativa, p<0,05. 
 

 

Fonte:  Autor, 2021 
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5 DISCUSSÃO 

 Considera-se na atualidade que o caminho para as pesquisas em biomateriais 

utilizados como enxertos ósseos seja a funcionalização desses biomateriais, através 

da adição de moléculas ativas. 

Diversos estudos tem demonstrado a eficácia do Raloxifeno, não só, na 

prevenção da osteoporose,49-51 mas similarmente de maneira local, melhorando o 

reparo ósseo.23,29-31 Trata-se de um modulador seletivo do receptor de estrógeno 

(SERM), de segunda geração. Compõem um conjunto de moléculas não hormonais 

que se conectam à receptores de estrógeno, atuando como agonista ou antagonista 

do estrógeno em determinados tecido-alvo.52 De modo que no tecido ósseo é 

encontrado em osteoblastos, e desempenha papel na inibição da atividade 

oscteoclástica.51,53  

Para avaliarmos de forma eficaz a morfologia e a microarquitetura óssea, o 

micro-CT é considerado uma análise essencial em animais de pequeno porte. São 

adquiridos dados capazes de permitir a reconstrução em 3D do espécime.47 

Parâmetros como densidade de conectividade (Conn.Dn) e fração de volume ósseo 

(BV/TV) são importantes na determinação dos resultados da microarquitetura do osso 

trabecular.47 Valores aproximados destes parâmetros foram encontrados entre os 

grupos BG e BG+RL20%, com o maior valor de densidade de conectividade para o 

grupo BG+RL20%, embora não haja diferença estatisticamente significante neste 

resultado, evidenciando, assim, uma melhor qualidade óssea da microarquitetura 

desses enxertos. Os menores valores para os parâmetros de micro-CT avaliados 

foram encontrados no Grupo BG+RL10%, resultados inferiores ao grupo controle 

onde o BioGran® foi enxertado sem a associação ao raloxifeno, demonstrando que 

esta concentração de raloxifeno não é suficiente para promover uma resposta a nível 

local no tecido ósseo. 

Para compreender o processo de consolidação dos enxertos quando os 

biomateriais são utilizados, foi utilizado a administração de fluorocromos a fim de 

determinar a formação óssea. Ocorre que a calceína e o vermelho de alizarina 

possuem a capacidade de se unir diretamente ao cálcio na fase em que ele precipita 

na matriz óssea, assim por causa dessa correlação é possível inferir a quantidade de 

osso formado, de tecido mineralizado, através da quantidade de fluorescência.54, 55 
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De forma que, o grupo cujo defeito continha apenas BioGran® apresentou uma 

equivalência entre os fluorocromos calceína e vermelho de alizarina, ou seja, 

quantidades equivalentes de osso antigo formado, aos 14 dias, e de osso, novo, 

formado aos 24 dias. Quando observamos o grupo em que o BioGran® foi associado 

a uma concentração de 10% em massa de Raloxifeno, há uma baixa concentração 

nos níveis de ambos os fluorocromos, evidenciando que esta concentração de 

fármaco não foi eficaz em melhorar a mineralização óssea e por consequência a 

formação óssea, corroborando os resultados encontrados pela análise de micro-Ct. 

Em contrapartida, quando a concentração de Raloxifeno era de 20% houve uma maior 

expressão de calceína quando comparado aos demais grupos. Ocorre que a 

quantidade de princípio ativo da droga dentro do biomaterial presente no defeito ósseo 

foi suficiente para permitir uma ação local deste fármaco, o que resultou no aumento 

da precipitação de cálcio, no período inicial (14 dias), evidenciado pela maior 

precipitação de calceína, o que pode demonstrar que o tecido ósseo formado no 

defeito foi mineralizado já no período de 14 dias, ou seja, mineralizou mais cedo que 

nos demais grupos, de mesma maneira, a atuação do fármaco a nível local pode ter 

contribuindo para uma diminuição da reabsorção do osso formado neste período, o 

que também teria contribuindo para esta maior formação neste período. Quando 

analisamos a taxa de aposição mineral (MAR) por dia de avaliação do reparo ósseo, 

o grupo BG+RL20% alcançou os maiores valores, com diferença estatisticamente 

significativa, confirmando o que foi dito previamente. 

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa utilizando o 

BioGran® e as concentrações de 10% e 20% em massa de raloxifeno em defeitos 

críticos de calvárias de ratos, foi realizada uma análise da microarquitetura óssea 

utilizando apenas a análise de micro-CT. Outros parâmetros foram considerados para 

esta análise e os melhores resultados, com diferença estatisticamente significativa (p 

<0,05) foram encontrados para o grupo onde o BioGran® em 100% de massa estava 

presente e para o grupo em que a concentração de Raloxifeno foi de 20% em massa23, 

corroborando os achados encontrados pelas análises de micro-CT e microscopia 

confocal realizadas nesta etapa do nosso estudo. 
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6 CONCLUSÃO 

A concentração de 20% em massa de Raloxifeno parece ter contribuído para 

aceleração do reparo ósseo, dada a precipitação dos minerais, em um período mais 

inicial da formação óssea, o que pode ter levado este tecido a uma maturação óssea 

mais cedo do que os demais grupos. Em contrapartida, quando a concentração era 

de 10% em massa de Raloxifeno, parece ter havido um retardo no processo de reparo 

ósseo, com resultados inferiores ao grupo em que o BioGran® não foi associado ao 

Raloxifeno. 

Outras análises devem ser realizadas para melhor caracterizar o tecido ósseo 

formado decorrente do enxerto BioGran® associado ao Raloxifeno em nível celular. 

Períodos mais longos de avaliação também podem permitir uma melhor 

caracterização do processo de reparo, dando o enfoque para as respostas de 

remodelação óssea.  
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