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Santos AMS. Avaliagdo do reparo dsseo com Bio-Oss® associado ao raloxifeno em
levantamento de seio maxilar de coelhos (dissertacdo). Aracatuba: Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp); 2021.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar o potencial do Bio-0ss® otimizado pelo processamento
ultrassénico e associacdo com o raloxifeno no reparo 6sseo em aumento de seio maxilar de
coelhos. A associacdo dos materiais pesquisados foi realizada pelo processamento ultrassdnico
com 80% de Bio-oss e 20% de Raloxifeno. Para tanto, 8 coelhos (Oryctolagus cunilicus),
machos, 6 meses de idade foram submetidos ao levantamento de membrana do seio maxilar
bilateralmente, em seguida os seios maxilares foram preenchidos pelos biomateriais, de acordo
com o grupo experimetal, sendo 4 animais (8 seios) por grupo: grupo 1 (BS) foi realizada a
aplicacdo do Bio-oss submetido ao processamento ultrassdnico sem raloxifeno, nos dois seios.
O grupo 2 (BR) foi realizada a aplicacdo do Bio-0ss com processamento ultrassénico
juntamente ao raloxifeno, nos dois seios. Foi realizada eutanasia de 2 animais de cada grupo
apos 2 semanas da enxertia, para analise histométrica de osso neoformado, tecido conjuntivo e
material remanescente, e para as reacdes de imunoistoquimica através do anticorpo primario
contra Runx2. J& com 6 semanas, 0s outros 2 animais de cada grupo foram submetidos a
eutandsia para avaliacdo de parametros histométricos (HE) e imunohistoquimicos para OCN,
OPG, RANKK-L e TRAP. Os resultados obtidos mostraram superioridade para o grupo BS,
gue apresentou mais organizacao tecidual no periodo de 14 dias, além de maior quantidade de
tecido 6sseo neoformado aos 14 e 42 dias (p<0,05). A avaliacdo imunoistoquimica revelou
similaridade entre os escores para ambos o0s grupos, independente do tempo e proteina
analisada. Conclui-se que a adigé@o do raloxifeno, pelo processamento ultrassonico, aumentou

reduzindo a quantidade de osso neoformado.

Palavras-chave: Coelhos. Transplante 6sseo. Otimizagéo. Seio maxilar.



Santos AMS. Evaluation of bone repair with Bio-Oss® associated with raloxifene in rabbit
maxillary sinus lifting (dissertacdo). Aragatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp); 2021.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the potential of Bio-oss® optimized by the ultrasonic
process and association with raloxifene in bone repair in rabbit maxillary sinus augmentation.
The association of the researched materials was carried out by the ultrasonic process with 80%
Bio-oss and 20% Raloxifene. Eight male rabbits (Oryctolagus cunilicus), six-months of age
were subjected to a bilateral maxillary sinus lifting and, they were filled with biomaterials
according to two groups, with four animals (eight maxillary sinus) per group: group 1 (BS) Bio-
0ss was subjected to ultrasonic process without raloxifene in both sinuses. Group 2 (BR)
performed the application of the Bio-0ss subjected to ultrasonic process together with raloxifene
in both sinuses. The euthanasia of two animals for each group was performed two weeks after
grafting, for histometric analysis of newly formed bone, connective tissue, and remaining
material, and for immunohistochemical reactions using the primary antibody against Runx2. At
6 weeks, the other two animals for each group were euthanized to evaluate histomorphometric
(HE), and immunohistochemical parameters for OCN, OPG, RANK -L, and TRAP. The results
obtained showed superiority for the BS group, which presented more tissue organization in the
period of 14 days, in addition to a greater amount of new bone tissue at 14-, and 42- days
(P<0.05). The immunohistochemical evaluation revealed a similarity between the scores for
both groups, regardless of the time and protein analyzed. It is concluded that the addition of
raloxifene, through the ultrasonic process, increases the inflammatory process in the initial

period, reducing bone repair.

Keywords: Rabbits. Bone transplantation. Optimization. Maxillary sinus.
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1 INTRODUCAO

A reabilitacdo na regido posterior de maxila é frequentemente limitada pela
pneumatizacao do seio maxilar, que acaba reduzindo a quantidade de tecido 6sseo disponivel
para ancoragem de implantes dentarios. Diante disto diferentes técnicas de elevacdo de seio
maxilar vém sendo descritas para aplicacdo de enxertos 0sseo e instalacdo de implantes nestas
areas (1-3).

O osso autdgeno € visto como o enxerto de maior previsibilidade por ser osteogénico,
osteoindutor e osteocondutor.(4) Todavia para aquisicdo deste enxerto € necessaria uma
segunda cirurgia para remocao dele. Esta remocéo apresenta diversas complicacfes associadas,
como edema, infeccdo e dor, que irdo variar em frequéncia e intensidade a depender, dentre

outros fatores, da area doadora (4, 5).

Embora o enxerto autdégeno se destaque por suas propriedades, cada vez mais materiais
vém sendo desenvolvidos na busca por substitutos 6sseos que tenham resultados semelhantes a
esse. Neste contexto, o Bio-0ss® vem apresentando resultados satisfatorios em diferentes
modelos de estudo(6, 7), sendo um dos biomateriais, para enxertia 6ssea, mais difundidos e

estudados mundialmente.

O Bio-0ss® é produzido por meio da remocdo dos componentes organicos do 0sso
bovino, tendo propriedades comparaveis a matriz do 0sso humano, proporcionando um
arcabouco para a migracdo de células osteogénicas do leito receptor por meio de sua macro e
microestrutura com sistema de poros interconectados (osteoconducéo) (8).

A associacdo do Bio-0ss® com 0sso autdgeno é proposta como 0pgdo para otimizar a
formacdo Ossea relacionada ao Bio-0ss® e reduzir a quantidade de 0sso autdgeno necessario
para a corre¢do do defeito dsseo, reduzindo assim a morbidade ligada & remocgao deste enxerto
(6). Todavia, a associa¢do de 0sso autdégeno a biomateriais ndo tem mostrado otimizacéo da

quantidade osso neoformado, em levantamento de seio maxilar (9-14).

Na busca por um substituto 6sseo otimizado, que apresente osteoinducdo além da
propriedade osteocondutora, ja observada no diversos substitutos comercializados atualmente,
a associacao de proteinas que agem no metabolismo e reparo 6sseo, como a rhBMP-2, rhVEGF
(15, 16) e mais recentemente, a associac¢ao de medicagdes como do Raloxifeno tem se mostrado

uma alternativa para melhoria desses biomateriais (17).
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O raloxifeno, um derivado do benzotiofeno ndo-esteroidal, é a segunda geracdo de
SERM, que s&o moduladores seletivos de receptores de estrégeno (18). Que por sua vez, foram
liberados pela Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de osteoporose e para a

reducdo do risco de cancer de mama em 1998 e 2007, respectivamente (19).

O raloxifeno, atua na osteogénese, estimulando células pré-osteoblasticas e promovendo
a mineralizacdo da matriz extracelular 6ssea, agindo na via canénica WNT/B-catenina e Runx-
2 (Runt-related transcription factor 2), aumentando a expressdo de osteocalcina (proteina
relacionada a mineralizacdo Gssea), colaborando no reparo dsseo, aumentando seu volume e

diminuindo a porosidade (20).

O trabalho de Ramalho-Ferreira e colaboradores (2015)(21), bem como o de Faverani
et al. (22) e Yogui et al. (20), observaram, por meio de diversas andlises, que a administracdo
sistémica de raloxifeno favorece o reparo Gsseo peri-implantar em ratas osteoporoéticas, sendo
por vezes, semelhante aos resultados de ratas ndo osteoporéticas. Além disso, o tratamento com

raloxifeno também otimiza o reparo 0sseo alveolar(23, 24).

Embora seja de conhecimento geral que o uso sistémico desta droga pode aumentar o
risco de tromboembolismo pulmonar e venoso, como ja foi observado por Adomaityte et al.
(25) e reforcado, em 2018, pelas diretrizes do Colégio Médico Americano de Osteoporose (26),
outros pesquisadores observaram que esta tendéncia ndo se aplica a populagdo em geral (27).
Além disso, ndo foram encontrados estudos que tenham observado a repercussao sistémica da

administracdo local desta medicacéao.

Lisboa-Filho e colaboradores (17) realizaram o primeiro e unico estudo com aplicagao
do raloxifeno e associagdo a um biomaterial (BioGran®) por meio do processamento
ultrassénico, onde mostrou resultados de reparo 6sseo satisfatorios, mas semelhantes aqueles
do biomaterial sem o raloxifeno, no entanto, o estudo avaliou o reparo 0sseo apenas pela analise
de microtomografia computadorizada, sem avaliagdo de parametros histologicos ou de
dindmica da neoformacdo, que sdo fundamentais para a completa avaliacdo do reparo 6sseo.
Além disso, ainda ndo foram realizados estudos da aplicagdo do raloxifeno associado a
biomateriais, e nem de biomateriais submetidos ao processamento ultrassonico em elevacéo de

seios maxilares.

Embora o Bio-0ss® apresente desempenho clinico de destaque frente aos demais

substitutos 0sseos disponiveis no mercado, ele ainda € limitado por apresentar apenas
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propriedade de osteoconducdo, de maneira que a incorporacdo do raloxifeno pode fortalecer

ainda mais este biomaterial como uma alternativa ao uso de 0sso autdgeno no reparo 0sseo.

Diante desta problematica, objetivou-se realizar a funcionalizagio do Bio-0ss® com o
raloxifeno, por meio do processamento ultrassonico, buscando desenvolver um enxerto que

otimize o reparo 6sseo em cirurgias de elevacdo da membrana de seio maxilar de coelho.



MATERIAIS E METODOS
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo do Biomaterial

O processamento para associa¢ao do Bio-oss® com o Raloxifeno, bem como a avaliacéo
da taxa de liberacdo do medicamento foram realizados no Departamento de Fisica da
Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de Bauru, através de colaboracdo e

supervisdo do professor Dr. Paulo Noronha Lisboa Filho.

2.1.1 Processamento por ultrassénico

Os biomateriais utilizados para este estudo foram Bio-0ss® e Raloxifeno, ambos em
estado sélido. A associagio entre estes (80% de Bio-0ss® e 20% de Raloxifeno) foi realizada
pelo processamento ultrassonico, por meio do Sonics® VCX-750 (Sonics & Materials, Inc.,
USA) por 15 minutos, utilizando 750 W de poténcia e frequéncia de 20kHz, com até 40% de
amplitude varidvel do equipamento, o Bio-0ss® também foi submetido ao processamento
isoladamente, como grupo controle. A agua Ultra-pura Milli-Q® (Millipore, USA) foi utilizada
como meio para obter mistura homogénea e reducdo das particulas, baseando em estudo prévio
de Lisboa-Filho et al. (17), e Gomes-Ferreira et al. (28).

2.2 Trabalho em coelhos

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 8 coelhos machos (Oryctolagus cunilicus
— Linhagem Botucatu) com cerca de 6 meses de idade e peso corporal de 3 a 4 kg provenientes
do biotério central da Universidade Estadual Paulista - UNESP - Campus Botucatu, onde cada
coelho teve os dois seios maxilares preenchidos por biomaterial (Fig. 1). O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (n° 350-2019), e seguiu 0 ARRIVE GUIDELINE sugerido por Kilkenny
et al. (29). Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais, alimentados com racéo
prépria e agua corrente no periodo pré e pds-operatorio, no biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP. O nimero de animais a serem estudados em cada grupo

foi determinado pelo power test realizado no website http://www.lee.dante.br baseado em

estudo prévio (30). A diferenca na média a ser detectada foi de 17.9, com desvio padrdo de
10.1, o nivel de significancia adotado foi de 5%, o poder do teste foi atribuido a 80% e


http://www.lee.dante.br/
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conduzido na forma monocaudal, atingindo um “n” de 4 seios por grupo por tempo. Assim, 0s
grupos a serem estudados no presente estudo foram determinados conforme exposto na figura
1.

FIGURA 1 - Distribuicao dos grupos de estudos

4 = 8 seios

4 = 8 seios

8 =16 seios
maxilares

Fonte: Autor, 2021

2.2.1 Procedimento cirargico

Inicialmente, os 8 animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de 8 horas. A
anestesia geral foi realizada por administragédo via intramuscular de Cloridrato de Ketamina a
1% (Vetaset® — Fort Dodge, Satde Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil), na dosagem
de 50mg/Kg, e do Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratdrio Calier do Brasil Ltda,
Sdo Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Foi realizada em complementacdo anestésica a infiltracdo de
solucdo de Cloridrato de Mepivacaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL
LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg na linha mediana do dorso nasal.

Ap0s prévia tricotomia e antissepsia pré-operatdria no dorso nasal por friccdo de gaze
embebida em Polivinil Pirrolidona lodo Degermante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-1 10%,
Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) associado ao Polivinil Pirrolidona lodo Topico
a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-1 10%, Riodeine®, Riogquimica, Sdo José do Rio Preto), o
0sso nasal foi acessado. O protocolo cirdrgico utilizado para o acesso a cavidade sinusal do

animal foi o estabelecido por Asai, Shimizu e Ooya (31).

Com o auxilio de uma lamina de bisturi numero 15C, montada em cabo de bisturi
namero 3, uma incisao linear de 5 cm foi feita na linha mediana do dorso nasal. A pele e 0
periésteo foram cuidadosamente descolados e devidamente afastados com um descolador tipo

Molt o suficiente para a exposi¢ado do 0sso nasal e a da sutura nasoincisal. Apos exposi¢do, uma
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janela circular de 5 mm de didmetro foi confeccionada bilateralmente a linha mediana do dorso
nasal, aproximadamente a 2 cm anterior a sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente a linha
média. Este procedimento foi realizado sobre abundante irrigacdo com solugdo salina
fisioldgica estéril a 0.9%, com a utilizacdo de uma broca trefina de 3 mm de diametro para a
demarcacdo da area e uma broca diamantada esferica n® 1011 para a finalizacdo das
osteotomias, ambas montada em contra-angulo redutor de 20:1, que por sua vez estava
conectado a um motor elétrico com rotacdo controlada a uma velocidade de 1500 rpm. Em cada
seio maxilar, amembrana sinusal foi cuidadosamente descolada e elevada com curetas especiais
para garantir que sua integridade fisica seja mantida. Os enxertos foram acondicionados nos
leitos cirurgicos seguido do reposicionamento do retalho, que foi suturado com fio Poliglactina
910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson&Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos
interrompidos simples (Fig. 2). No pos-operatério imediato 0s animais receberam
administracao intramuscular de Enrofloxacina na dosagem de 8UI/Kg, Doxiciclina na dosagem
de 5Ul/kg e de Cloridrato de Tramadol na dosagem de 3UI/Kg/dia, sendo a primeira dose no
poOs-operatdrio imediato e as demais nos 2 dias consecutivos. Os animais foram mantidos no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA, UNESP em gaiolas individuais,
em ambiente climatizado, e foram alimentados com racdo s6lida padrdo (Ragdo Procoelho,
Primor®, Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e dgua “ad Libitum ", até a eutanasia, apos 2 e 6 semanas

de pos-operatorio.

O mesmo protocolo de sedacdo e anestesia foi aplicado seguido da eutanasia através da
perfusdo intracardiaca de soro fisioldgico a 0,9% e formaldeido 4% com bomba perfusora

peristaltica.
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FIGURA 2 - Esquema de procedimento cirurgico. A: Local para realizacdo de janela de acesso
aos seios (circulos) com distancia de 2 cm anterior a sutura nasofrontal e a 1 cm lateralmente a
linha média (setas azuis). B e C: esquema de plano coronal (b em A) e sagital (c em A),
respectivamente, ilustrando area a ser enxertada (estrelas)

nasal bone
+3
E.
++

[ ostium
experintental space

Fonte: Adaptado de Asai, Shimizu e Ooya, 2002%

2.3 Andlise do trabalho experimental

A eutanasia foi realizada as 2 e 6 semanas, e apos dissecacdo, 0 complexo nasal,
incluindo o nariz e os seios maxilares, foram submetidos a diferentes andlises para

caracterizacdo da arquitetura 6ssea (Fig. 3).

FIGURA 3 - Delineamento experimental. Dois animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia no periodo de 2 e 6 semanas, passaram por analise histométrica e Imunoistoquimica.

e

Histometria e Histometria e
Imunoistoquimica Imunoistoquimica
N=4 seios p/grupo N=4 seios p/ grupo

Fonte: Autor, 2021

2.3.1 Anélise Histométrica

Ap0s 2 semanas da cirurgia, os blocos individuais contendo a regido do complexo nasal
de 2 coelhos foram coletados e fixados em uma solugéo de formalina a 10%. Apds 48 horas, 0s
4 seios foram lavados por 24 horas e descalcificadas em solugcdo de EDTA, trocadas
semanalmente. A seguir, as amostras passaram por processo laboratorial para inclusdo em
parafina e foram cortadas com 5 um de espessura para serem dispostas em laminas histoldgicas

e posteriormente coradas em hematoxilina & eosina (Fig. 4). As imagens foram obtidas com
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uma camera digital (JVC TK1270 Color Video Céamera) acoplada ao microscépio, em objetiva
de 12,5x e analisadas por meio da grade de Merz (32). As imagens, com a grade anexada, foram
montadas no programa PowerPoint para Windows (Microsoft®) onde foram contados os pontos
referentes a serem analisados para, enfim, obter o percentual de osso neoformado, de tecido
conjuntivo e biomaterial remanescente da amostra, tanta no periodo de 2 quanto de 6 semanas

apos a cirurgia.

FIGURA 4 - Esquema de processamento laboratorial das pecas para montagem de laminas.
Fixacdo com formol a 10%o, descalcificacdo com EDTA, desidratagdo em sequéncia de alcool,
diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina para montagem de laminas.

r

| oo |

Fonte: Autor, 2021

2.3.2 Analise Imunoistoquimica
e 2semanas (Runx-2)

Para este momento foi realizada imunomarcacdo para a proteina Runx-2, que é
responsavel por regular os genes que executam o processo de formacao 0ssea e a diferenciacdo

dos osteoblastos (33).
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e 6 Semanas (OC, OPG, RUNK-L e TRAP)

Para este tempo experimental foi realizada imunomarcagdes para OC (Osteocalcina),
que € uma proteina associada a mineralizacdo do 0sso e sua expressdo indica maturacdo deste
(34, 35); OPG (Osteoprotegerina)/RANK-L (Receptor of nuclear factor Kappa B-Ligant), que
sinalizam o processo de turnover 0sseo; e para TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase), que
é responsavel pela marcacdo dos osteoclastos na superficie 0ssea, indica o processo de

remodelacdo 6ssea (36).

Para o processamento imunoistoquimico foram utilizados anticorpos primarios
policlonais produzidos em cabras contra Runx2 (Goat anti-Runx2 - Santa Cruz Biotechnology,
SC8566), OC (Goat anti-OC - Santa Cruz Biotechnology, SC18319), OPG (Goat anti-OPG -
Santa Cruz Biotechnology, SC21038), Rank-L (Goat anti-Rank-L - Santa Cruz Biotechnology,
SC7627) e, TRAP (Goat anti-trap - Santa Cruz Biotechnology, SC30832).

Como anticorpos secundarios, foram utilizados os anticorpos contra 1gG de cabra
biotinilado (anti-Goat 1gG-HRP, PIERCE). O método de deteccdo foi efetuado por
imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como
cromoégeno seguido pela contra-coloragdo nuclear com Hematoxilina de Harri's. Os
procedimentos de controle foram feitos pela omissdo dos anticorpos primarios (controle
negativo). Secgdes longitudinais de Spm das pegas anatdmicas foram colocadas em laminas

histoldgicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padréo.

O padrdo de distribuicdo da imunocoloracdo foi analisado qualitativamente como
relatado por Dos Santos Pereira et al. (37) por um unico observador, previamente calibrado,
atribuindo-se os scores 0 (sem marcacdo), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 (intensa), a fim de

avaliar a expressao das proteinas.

2.4 Analise Estatistica

Apos aplicagdo do teste de Shpiro-Wilk e constatagdo de normalidade dos dados, a
analise estatistica foi realizada através do teste de ANOVA em dois fatores (tempo e grupo),
sendo aplicado o p6s-teste de Holm-Sidak para os dados histométricos. Todos os testes foram
realizados no software SigmaPlot® 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA,

USA), sendo considerado um p<0,05 como diferenca estatisticamente significante.
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3 RESULTADOS

e 2semanas
Andlise Histométrica

O grupo BS apresentou maior quantidade de osso neoformado, com melhor organizacéo
tecidual e menor quantidade de infiltrado inflamatdrio. Havia ainda discretas regides de 0sso
imaturo e regides de biomaterial remanescente, com tecido conjuntivo ricamente celularizado
apresentando rica neovascularizacdo e importante quantidade de osteoblastos, principalmente
na periferia da area enxertada. Ja o grupo BR apresentou amplo infiltrado inflamatorio, com
discretas areas de 0sso neoformado, ainda imaturo, com pouca angiogénese e tecido conjuntivo

menos organizado (Fig. 5).

A maior média de porcentagem de osso neoformado foi encontrado no grupo BS, com
18,4% + 7,9, enquanto o grupo BR apresentava 3,4% + 3,1 (p<0,001). Quanto a presenca de
tecido conjuntivo o grupo BR obteve 87,4% + 4,3, e 0 grupo BS apresentou 61,4% = 6,2
(p<0,001). Ja para a area de biomaterial remanescente foi encontrada uma porcentagem de 9,4

+ 3 para o grupo BR, e de 20,2 + 5,6 para o grupo BS (p = 0,012) (grafico 1).

GRAFICO 1 - Dados histométricos de &rea de 0sso neoformado (AON), tecido conjuntivo (CONJ)

e biomaterial remanescente (BIOM) para os grupos BR e BS as 2 semanas.
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Os grupos mostraram diferenca estatistica para os trés parametros avaliados (p<0,05)
Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 5 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo de 2 semanas. Coloragdo em hematoxilina e eosina. A
Area de o0sso neoformado (seta), biomaterial remanescente (#) e tecido conjuntivo podem ser observadas nas imagens, além disso chama-se atencao
para a angiogénese (*) e quantidade importante de osteoblastos no grupo BS (C). Enquanto o grupo BR é predominantemente composto por tecido
inflamatorio.

Fonte: Autor, 2021
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Anélise Imunoistoquimica

As duas semanas foi avaliada a expresséo do fator de transcricio RUNX2, que participa
do processo de diferenciacdo osteoblastica. A presenca deste fator de transcri¢do caracteriza a
presenca de osteoblastos jovens, resultantes da constante renovagdo destas células no leito
reparacional. Foi observada marcagédo positiva para ambos os grupos, mas com score 1 para o
grupo BS e score 2 para o grupo BR (Fig. 6). Vale destacar que a presenca deste marcador foi

observada no tecido conjuntivo que esta presente no sitio reparacional.

FIGURA 6 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo
de 2 semanas. Marcagao Imunoistoquimica para Runx2.
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Fonte: Autor, 2021

e 6 semanas

Andélise Histométrica

O grupo BS apresentou maior quantidade de osso neoformado, com trabéculas bem
formadas e tecido 6sseo maduro. Além de ser observada maior formacdo dssea nas areas de
leito e &pice. A presenca de tecido conjuntivo adiposo e vasos sanguineos entre as trabéculas

completa a imagem histoldgica (Fig. 7).
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O grupo BR seguiu com importante infiltrado inflamatdrio na regido central do seio,
com areas de 0sso neoformado, principalmente na regido apical, ainda sendo encontrada grande

quantidade de biomaterial remanescente (Fig. 7).

A maior média de porcentagem de 0sso neoformado foi encontrado no grupo BS, com
25,5% + 4,1, enquanto o grupo BR apresentava 16,7% * 7,2 (p<0,001). Quanto a presenca de
tecido conjuntivo o grupo BR obteve 66,5% * 3,4, e 0 grupo BS apresentou 72,7% * 4,1, ndo
havendo diferenca estatistica (p = 0,084). Ja para a area de biomaterial remanescente foi
encontrada uma porcentagem de 16,7 £+ 10,2 para o grupo BR, e de 2,3 + 2,1 para o grupo BS
(p = 0,003) (grafico 2).

GRAFICO 2 — Dados histométricos de area de osso neoformado (AON), tecido conjuntivo (CONJ)

e biomaterial remanescente (BIOM) para os grupos BR e BS as 6 semanas.
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O grupo BS mostrou superioridade quanto & AON (p<0,001). Os grupos foram similares quanto a presenca de
tecido conjuntivo (p = 0,084). O grupo BR apresentou maior quantidade de biomaterial remanescente (p =
0,003).

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 7 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo de 6 semanas. Coloracéo em hematoxilina e eosina. A
Area de osso neoformado (seta), biomaterial remanescente (#) e tecido conjuntivo podem ser observadas nas imagens.

Fonte: Autor, 2021
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Anélise Imunoistoquimica

A imunomarcacéo foi realizada para as proteinas OCN, OPG, RANK-L e TRAP, a fim
de avaliar a mineralizacao e a dinamica do tecido 6sseo. Foi observada marcacdo positiva para

todas as proteinas em ambos 0s grupos.

A imunomarcacdo de OCN apresentou score 1 para o grupo BS e score 2 para 0 grupo
BR (Fig. 7). A OCN, uma proteina ndo colagena que é classificada como marcadora da
mineralizacdo dssea. Sua presenca sinaliza osteoblastos desenvolvidos e em atividade de
mineralizacdo sobre a matriz colagena. No grupo BS, observou-se uma discreta marcacao para
osteocalcina tanto em ostedcitos como também em células de revestimento, mostrando a
maturidade do tecido désseo reparacional. No grupo raloxifeno, foi possivel observar uma
moderada marcacdo para osteocalcina nas células da linhagem osteobléastica, presentes no sitio
reparacional. Nota-se também a presenca de macrofagos no sitio reparacional. A presenca de
macrofagos pode estar relacionada a uma resposta inflamatdria provocada pela presenca do

biomaterial introduzido no seio maxilar dos animais.

FIGURA 8 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo de
6 semanas. Marcagéo Imunoistoquimica para OCN.
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A imunomarcacdo de OPG apresentou score 2 para 0 grupo BS e score 3 para o grupo
BR (Fig. 7). A OPG, um membro da familia do fator de necrose tumoral (TNF), responsével
por inibir respostas de reabsorcdo 6ssea provocadas pela RANK-L, outro membro desta familia
de TNF. A osteoprotegerina mostrou-se presente de forma moderada no grupo submetido ao
processamento ultrassénico sem raloxifeno. J& no grupo com raloxifeno, observou-se uma
marcacao intensa para osteoprotegerina e mais uma vez foi possivel observar a presenca de
macrofagos presentes no sitio reparacional.

FIGURA 9 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo de
6 semanas. Marcacdo Imunoistoquimica para OPG
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Fonte: Autor, 2021

A imunomarcacdo de RUNK-L apresentou score 3 para ambos os grupos (Fig. 7). Vale
destacar que a presenca equilibrada entre OPG e RANK-L mostram que atividades de formacao
e reabsorcdo Gssea ocorrem de maneira semelhante e esta caracteristica foi observada no grupo

raloxifeno.
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FIGURA 10 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo
de 6 semanas. Marca(;éo Imunoistoquimica para RUNK-L

RANK-L 6 Semanas)
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Fonte: Autor, 2021

C/ RALOXIFENO

A imunomarcacgdo de TRAP apresentou score 2 para o grupo BS e score 3 para o grupo
BR (Fig. 7). Representando que nos dois grupos o0s osteoclastos se encontram em atividade de
reabsorcdo 6ssea. Muitos dos macréfagos positivos para OPG e RANK-L encontravam-se

também marcados para TRAP.

FIGURA 11 — Fotomicrografia dos seios maxilares para ambos os grupos (BR e BS) no periodo
de 6 semanas. Marcagéo Imunoistoquimica para TRAP
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4 DISCUSSAO

A proposta de otimiza¢do do Bio-0ss® pelo processamento ultrassonico e associagéo
com raloxifeno evidenciou resultados insatisfatérios para o grupo BR, mas apresentou
resultados satisfatorios para o grupo BS. Os dados do grupo BS corroboraram com os dados ja
descritos na literatura, que mostram em trabalhos pré-clinicos (6, 30) e clinicos realizados com
0 Bio-0ss®,(13) que este biomaterial apresenta importante papel osteocondutor, atingindo
reparo 6sseo satisfatorio.

O grupo BS apresentou reparo 0sseo satisfatério desde o periodo inicial (2 semanas),
todavia, 0 grupo de associacdo com raloxifeno (BR) apresentava intenso infiltrado inflamatério
neste periodo, que se perpetuou até o periodo de 6 semanas. Por outro lado, o grupo BR mostrou
maior intensidade de marcacao imunoistoquimica que o grupo BS para Runx2 no periodo de 2
semanas e para OCN, OPG e TRAP no periodo de 6 semanas. A disparidade entre os dados
histométricos e os scores de imunoistoquimica sugere que o grupo BR se encontrava sempre
um estagio atras no processo de reparo 6sseo. Este resultado pode ter ocorrido em virtude do

intenso processo inflamatdrio encontrado no grupo BR.

A maior presenca de osteoblastos na avaliacdo histologica do grupo BS as 2 semanas,
frente ao grupo BR que, contraditoriamente, apresentava maior marcacdo para Runx2 sugere
gue neste momento do reparo 0sseo a diferenciacao celular ja havia ocorrido no grupo BS, de
maneira que a imunomarcacao de Runx2 ja se encontrava reduzida ao se comparar com o grupo

BR, que ainda estava com amplo processo inflamatorio e necessitando de diferenciacdo celular.

As 6 semanas 0 grupo BS apresentava tecido 6sseo maduro, com trabéculas bem
definidas e adiposo entre estas, havendo marcagédo leve de OCN (proteina responsavel pela
mineralizacdo do tecido 6sseo imaturo), diferente do grupo BR que ainda apresentava area com
necessidade de mineralizacdo, e imunomarcacdo moderada para esta proteina. A marcagédo
intensa para TRAP no grupo BR, frente a marcacdo moderada do grupo BS, pode estar
relacionada a maior quantidade de biomaterial remanescente nesse grupo (p=0,003), bem como

a reabsorcao relacionada ao processo inflamatorio crénico que se manteve no grupo BR.

Embora alguns estudos pré-clinicos tenham mostrado que a administracéo sistémica do
raloxifeno apresente importante papel no reparo dsseo periimplantar(21) e alveolar(24), de
animais submetidos a reducdo de densidade 6ssea, inclusive com resultados superiores a outros

antirreabsortivos, no presente estudo, a administracéo local desse medicamento, associado ao
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Bio-00s® pelo processamento ultrassonico (BR), ndo apresentou superioridade frente ao reparo
6sseo do mesmo biomaterial sem o raloxifeno (BS), aplicados em preenchimento de seio

maxilar de coelho.

Esta limitacdo pode ser justificada pelo papel pro-trombotico associado ao raloxifeno,
pois este medicamento aumenta a concentracdo de fator de coagulagéo, como o fator de Von-
Willenbrand e fator V111, além de reduzirem a concentracdo de antitrombina e proteina C. (25)
No entanto, mais estudos precisam ser realizados para melhor compreensdo do mecanismo de

acao desta droga, principalmente quando aplicada localmente.

O Unico trabalho presente na literatura que avaliou a associacdo do raloxifeno com
biomaterial, por meio do processamento ultrassénico, foi realizado por Lisboa-Filho e
colaboradores (17), onde foi mostrado que o reparo 6sseo de defeitos criticos de calotas de ratos
foi satisfatério para associagdo na proporcdo de 80% de biomaterial e 20% de raloxifeno,
todavia, ndo foi encontrada diferenca estatistica. Além disso, estes pesquisadores avaliaram
apenas o periodo de 30 dias, sendo um periodo tardio para este desenho experimental e, somente
analise microtomografica, que por sua vez apresenta limitacfes inerentes a escala de cinza
selecionada pelo avaliador, por este motivo a falta de avaliacdo histoldgica, como a realizada
na presente pesquisa, pode gerar uma assertiva equivocada quanto aos resultados da analise de

microtomografia isolada.

A busca por associa¢fes e métodos que otimizem os resultados dos biomateriais € uma
constante na literatura. O raloxifeno, como mencionado anteriormente, ja foi descrito como
coadjuvante a biomateriais na reparacdo 0ssea de defeito critico em calota de ratos. (28) Além
do raloxifeno, a associagdo com 0sso autdégeno, na proporcao de 50%, ja foi descrita, inclusive

em estudos clinicos, mas sem grandes vantagens frente ao biomaterial isolado. (9-12)

Nas tentativas de melhor as propriedades osteocondutora dos biomateriais, outros
estudos avaliaram a associacdo de substitutos 0sseos a fatores de crescimentos para otimizar o
reparo 6sseo.(15, 16, 38) Assim, Mu et al. (2020), (38) avaliaram o papel da associa¢do de
xenoenxertos a Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel (i-PRF) e mostraram que esta associacdo
apresenta importante otimizagdo de parametros do reparo 6sseo in vitro e in Vivo,
principalmente nos periodos iniciais de cirurgia de elevacdo de membrana sinusal em coelhos.
Os resultados menos favoraveis, como foram vistos na associacdo avaliada na presente
pesquisa, foram igualmente encontrados para associa¢do com a rhBMP-2, em estudos clinicos
e revisdo sistematica de cirurgia de elevagdo de membrana sinusal.(16, 39)
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O método de preparo do biomaterial pelo processamento ultrassénico, por sua vez, foi
avaliado e teve sua proposta de padronizacdo de tempo sugerida por Gomes-Ferreira et
al.(2019),(28) onde foi notado que o tempo de 15 minutos, 0 mesmo adotado nesta pesquisa,
apresenta os melhores resultados, otimizando o turnover 6sseo, a qualidade e quantidade de
tecido 0Osseo, além de melhores propriedade de matriz extracelular. Um outro método de
otimizacdo de biomateriais para enxertia de seio maxilar, recentemente descrito por Hirota et
al. (2020) (40) é a técnica de bioativacdo por meio de plasma de argon, que promete melhora
na adesdo celular e consequente otimizacdo no reparo 0sseo. Estes pesquisadores encontraram

resultados otimistas para este outro método de tratamento os biomateriais.

O processamento ultrassénico altera a macroestrutura e reduz o tamanho das particulas
do biomaterial, como demonstrado por Gomes-Ferreira et al (2019), (28) acelerando o processo
de fagocitose desse biomaterial. Este fator pode influenciar na quantidade de biomaterial
remanescente, pois no presente estudo nota-se que o este componente corresponde a menos de
20% das amostras, enquanto no estudo de Caneva e colaboradores (2017), (41) com 0 mesmo
biomaterial (Bio-0ss®), mas sem 0 processamento ultrassdnico, este permanecia representando

mais de 35% do volume total da &rea de interesse, mesmo apos as 6 semanas.

Embora Pallasen e colaboradores (2002),(42) tenham reportado que enxertos de 0sso
autdégeno com menores particulas apresentem melhor desempenho, com aumento de
angiogénese, formacédo 6ssea e mais fatores de crescimento, 0 mesmo ndo parece se aplicar aos
biomateriais, pois segundo Karageorgiou e Kaplan (2005), (43) ha necessidade de porosidade
de cerca de 100um para proporcionar a migracdo celular, sendo assim, biomateriais com
particulas muito pequenas, como as dos biomateriais ap0s o processamento ultrassdnico, podem

ter o processo de reparo prejudicado.

O presente estudo apresenta limitagdes inerentes ao carater pré-clinico, bem como a
falta de um grupo de controle positivo (Bio-0ss®) sem processamento sonoquimico, controle
negativo (coagulo). Além disso, mais estudos precisam ser realizados para compreender tempo
e mecanismo de liberacdo do raloxifeno, bem como avaliacdo dos 6rgédos relacionados a

alteracOes provenientes do uso do raloxifeno sistémico.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a associacdo do raloxifeno, pelo processamento ultrassonico, ao
contrario do esperado, atrasou o reparo 6sseo. Por outro lado, o processamento ultrassénico foi

favoravel ao reparo 6sseo, com aumento de 0sso neoformado.
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6sseo de dois tipos de xenoenxertos alterados pelo método de sonoquimica,
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