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Souto JCRA. Influência da funcionalização do biovidro, preparado pela 
rotasonoquímica, com o fármaco teriparatida 10% na resposta celular in vitro e in 
vivo [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista 
(Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2021. 

 
 

RESUMO 
 
 

O objetivo neste estudo foi avaliar a influência do biovidro 45S5 funcionalizado 
com teriparatida 10% na diferenciação e atividade de células mesenquimais, e no 
reparo ósseo em defeitos críticos realizados em ratas ovariectomizadas. 
Primeiramente, o biomaterial foi produzido e caracterizado antes e após a 
funcionalização. Para o estudo in vitro, foram diferenciados osteoblastos obtidos a 
partir de células mesenquimais, isoladas de fêmures de ratas ovariectomizadas. 
Após diferenciação, as células foram submetidas ao MEV, MTT, conteúdo de 
proteína total, atividade de fosfatase alcalina (ALP), formação de nódulos de 
mineralização. No estudo in vivo, foram utilizadas 40 ratas Wistar, as quais foram 
inicialmente divididas em dois grupos (n=20), grupo submetido à ovariectomia 
bilateral (OVX) e grupo submetido à cirurgia simulada de ovariectomia (Sham). 
Após 60 dias destes procedimentos, independente do grupo, todas as ratas foram 
submetidas à confecção de defeitos ósseos críticos de 5,0 mm, na calvária. No 
lado direito foram preenchidos com coágulo (controle), enquanto que do lado 
esquerdo metade dos animais receberam preenchimento no defeito ósseo de 
biovidro (BG) e a outra metade recebeu como material de preenchimento o 
biovidro funcionalizado com teriparatida 10% (BGT). Após 2 e 6 semanas, os 
animais foram eutanasiados (n=10). A caracterização por MEV, espectroscopia de 
energia dispersiva (EDS), espectroscopia de infravermelho por transformação de 
Fourier (FTIR) e o potencial Zeta demonstraram que as amostras após a 
funcionalização apresentaram características morfológicas topográficas e 
químicas modificadas, indicativas de que a superfície foi quimicamente alterada 
pelo processo de funcionalização. Na análise in vitro, observou que os grupos 
experimentais não foram citotóxicos, propiciaram um ambiente adequado à 
atividade e diferenciação celular, e ainda permitiram o espraiamento celular sobre 
as amostras. Na análise histológica descritiva os grupos experimentais, 
demonstraram neoformação óssea na região do defeito em ambos grupos e 
períodos. Na análise histomorfométrica, somente o grupo  biovidro funcionalizado 
com o fármaco no grupo OVX no período de 6 semanas diferiu estatisticamente 
dos demais grupos (p<0,05) no período de 2 semanas. Conclui-se que estudos de 
longo prazo devem ser realizados para fornecer informações adicionais sobre o 
desempenho biológico da ação sinérgica entre os biovidros e a liberação do 
fármaco teriparatida. 
 
 
Palavras-chave: Diferenciação celular. Materiais biocompatíveis. Regeneração 
óssea. Osteoporose. Teriparatida. 
 

 
 



 
 

Souto JCRA. Influence of bioglass functionalization, prepared by the 
sonochemistry route, with the 10% therapeutic drug in the cell response in vitro 
and in vivo [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University 
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2021. 

 
 

ABSTRACT 
 

 
The objective of this study was to evaluate the influence of the 45S5 bioglass 
functionalized with 10% teriparatide on the differentiation and activity of 
mesenchymal cells, and on bone repair in critical defects performed in 
ovariectomized rats. First, the biomaterial was produced and characterized before 
and after functionalization. For the in vitro study, osteoblasts obtained from 
mesenchymal cells, isolated from femurs of ovariectomized rats, were 
differentiated. After differentiation, the cells were submitted to SEM, MTT, total 
protein content, alkaline phosphatase activity (ALP), formation of mineralization 
nodules. In the in vivo study, 40 Wistar rats were used, which were initially divided 
into two groups (n = 20), a group undergoing bilateral ovariectomy (OVX) and a 
group undergoing simulated ovariectomy surgery (Sham). After 60 days of these 
procedures, regardless of the group, all rats were subjected to the making of 5.0 
mm critical bone defects at calvaria, which were filled on the right side with a clot 
(control) and on the left side half of the animals received filling in the bone defect 
of bioglass (BG) and the other half received as functional filler the bioglass 
functionalized with 10% teriparatide (BGT). After 2 and 6 weeks, the animals were 
euthanized. SEM characterization, dispersive energy spectroscopy (EDS), Fourier 
transformation infrared spectroscopy (FTIR) and analysis of the Zeta potential 
demonstrated that the samples after functionalization showed modified 
topographic and chemical morphological characteristics, indicating that the surface 
was chemically altered by the functionalization process. The experimental groups 
were not cytotoxic and provided an adequate environment for cell adhesion and 
differentiation. Additionally, the analysis performed by SEM showed that all 
samples allowed cell spreading. In the descriptive histological analysis, the 
experimental groups demonstrated characteristics of bone neoformation with the 
presence of bone tissue in both periods. In the histomorphometric analysis, only 
the bioglass group functionalized with the drug in the OVX group differed 
statistically from the other groups (p <0.05) in both periods. It is concluded that 
long-term studies must be carried out to provide additional information on the 
biological performance of the synergistic action between bio-glasses and the 
release of the drug teriparatide.Concluded that long-term studies should be carried 
out to provide additional information on the mechanisms necessary to evaluate the 
biological performance of the synergistic action between bioglasses and the 
release of the drug teriparatide. 
 
 
Keywords: Biocompatible materials. Bone regeneration. Cell differentiation. 
Osteoporosis. Teriparatide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Com os grandes avanços tecnológicos na área da saúde, o mundo enfrenta 

uma mudança populacional demográfica, cuja expectativa de vida das populações, 

principalmente em países desenvolvidos, tende a aumentar. Nesse cenário, estima-

se uma elevação na incidência de doenças relacionadas ao aumento da longevidade 

dos indivíduos (Sozen et al., 2016), entre elas as doenças ósseo-metabólicas.  

A osteoporose é definida como uma doença sistêmica esquelética 

caracterizada pela diminuição da massa óssea e deterioração da microarquitetura 

desse tecido com consequente aumento na fragilidade do osso e suscetibilidade às 

fraturas (Consensus, 1993; Lerner, 2006; Lirani-Galvão, Lazaretti-Castro, 2010; 

McNamara, 2010). Segundo a Fundação Internacional de Osteoporose, esta doença 

é muito comum em idosos, sendo que uma em cada três mulheres acima de 50 anos 

experimentará uma fratura decorrente de fragilidade óssea durante sua vida 

(Foundation IO, 2018). Isso ocorre porque a produção estrogênica é atenuada após 

o período menopáusico (Li, Wang, 2018) e essa deficiência inibe, principalmente, em 

fases tardias a diferenciação e maturação de osteoblastos, exercendo um efeito 

direto nessas células (Kubota et al., 2018a). Em 1940, o endocrinologista Fuller 

Albright sugeriu que a deficiência de estrógeno pós-menopausa promovia a 

diminuição na formação do tecido ósseo (Albright et al., 1940). Manolagas (2000) em 

revisão, corroborou que a diminuição de hormônios esteroides sexuais, 

principalmente o estrógeno, promove aumento na vida útil de osteoclastos, devido a 

diminuição no processo de apoptose dessas células e influência no tempo de vida 

útil de osteoblastos e osteócitos, ocasionando um desequilíbrio entre a reabsorção e 

a formação do tecido ósseo, sendo o primeiro mais prevalente.  

Cabe ressaltar que apesar da deficiência de esteroides sexuais agirem 

demasiadamente em osso esponjoso, no qual as trabéculas ósseas se tornam mais 

separadas e desconectadas, a perda simultânea de osso cortical acontece devido à 

coalescência dos espaços subendocorticais, por causa da penetração mais profunda 

dos osteoclastos endocorticais (Manolagas, 2000). Anatomicamente, na osteoporose 

observa-se diminuição na espessura do osso cortical, redução no número e tamanho 

das trabéculas do osso esponjoso, resultando em alargamento dos espaços 
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medulares (Brasileiro Filho, 2000). Nesse contexto, em pacientes que sofrem de 

osteoporose, a cicatrização óssea é um processo afetado negativamente (Russow et 

al., 2018), tornando desafiador o tratamento de defeitos ósseos ou fraturas nos 

ossos nestes organismos comprometidos (Van Houdt et al., 2018). Portanto, devido 

a modificação no processo normal de remodelação óssea, por vezes é necessária a 

implantação de biomateriais que possam auxiliar no tratamento cirúrgico de 

pacientes que apresentam fraturas osteoporóticas. Nestes casos, deve-se 

considerar não apenas as propriedades do biomaterial, como também as 

características e capacidade regenerativa do osso hospedeiro (Mori et al., 1997).  

Atualmente, o osso autógeno é considerado o padrão ouro na substituição 

de defeitos ósseos (Yang LS et al., 2018), porém as desvantagens associadas ao 

osso autógeno, como a necessidade de mais de um sítio cirúrgico, disponibilidade 

limitada e possibilidade de complicações no pós-operátorio (Banwart et al., 1995; 

Mazzoneto et al., 2012; Iaquinta et al., 2019) motivaram o desenvolvimento de novos 

biomateriais utilizados no reparo ósseo (Vasconcellos et al., 2021; dos Santos Silva 

et al., 2019), entre eles destacam-se os biovidros, que apresentam excelentes 

propriedades fisíco-químicas e uma longa história de aplicações como 

preenchedores biomédicos, o que estimulou diversos pesquisadores a testarem o 

uso desses materiais em engenharia de tecidos e estratégias de regeneração 

(Duracan et al., 2001; Fernandes et al., 2018; Johari et al., 2016; Khoshakhlagh et 

al., 2017; Lee et al., 2019; Pazarceviren et al., 2019; Rizwan et al., 2017; Zhang et 

al., 2017). Além disso, a descoberta dos biovidros como os primeiros materiais 

artificiais com evidente capacidade de formar uma ligação integrada com os ossos 

estimulou o interesse de cientistas e clínicos desde longa data (Hench, Paschall, 

1973). 

 Estudos prévios comprovaram que a formação de uma camada superficial 

de hidroxicarbonato de apatita (HCA) após trocas iônicas entre o vidro e o fluído 

corporal é responsável pelo mecanismo de ligação óssea desses materiais (Cerruti 

et al., 2005; Slosarcczyk et al., 2005), isso torna também o papel da superfície dos 

biovidros importante nos estudos de bioatividade (Anderson et al., 2004). O biovidro 

é um material biocompatível, bioativo,que induz a vascularização e a liberação de 

cristais de hidroxiapatita (Rodrigues et al., 2019). A capacidade de estimular o 

crescimento e diferenciação celular osteogênica torna a aplicação desses 
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biomateriais interessante na formação de tecido ósseo (Rahaman et al., 2001; 

Rizwan et al., 2017; Tsigkou et al., 2009; Westhauser et al., 2019; Xynos et al., 

2000).  

Para comprovar a ação positiva do biovidro em meio celular, Detsch et al. 

(2015) avaliaram a influência de scaffolds porosos de 45S5 Bioglass® em duas 

diferentes linhagens celulares, investigando a adesão, crescimento e diferenciação 

de células mesenquimais indiferenciadas em osteogênicas. Com os testes 

propostos, constataram que os poros do material foram preenchidos por células, as 

quais apresentaram diferenciação, viabilidade, proliferação e aderência ao 

biomaterial indepentende do tipo celular analisado. Em estratégias de regeneração 

tecidual outros materiais tais como metais, biocerâmicas e polímeros biodegradáveis 

podem ser associados ao 45S5 Bioglass® com o objetivo de aumentar o potencial 

de aplicação em engenharia de tecidos (Rizwan et al., 2017).  Além disso, o 

PerioGlas®, que é o 45S5 Bioglass® particulado comercial demonstrou influência 

benéfica no processo osteogênico de cicatrização óssea alveolar em ratas com 

osteoporose (Teófilo et al., 2004). Outros trabalhos abordaram a utilização do 

biovidro em animais osteopênicos (Li Y et al., 2013; Mosbahi et al., 2019), tornando 

este material atraente para ser avaliado como um substituto ósseo em situações 

adversas. 

O 45S5 Bioglass® apresenta grande versatilidade nos campos da 

biomedicina, ortopedia e até mesmo odontologia, sendo utilizados para reparações 

ósseas nos campos da periodontia (Zamet et al., 1997), da cirurgia maxilo-facial 

(Tadjoedin et al., 2002) e até mesmo para reparação de tecidos moles (Baino et al., 

2016). Além disso, a capacidade dos biovidros incorporarem grupos hidrofílicos e 

hidrofóbicos em suas estruturas resultaram no desenvolvimento destes em 

associação com agentes terapêuticos (Domingues et al., 2004, Lisboa-Filho et al., 

2018; Mosqueira et al., 2020; Rivadeneira et al., 2016). 

Uma das novas perspectivas no campo de pesquisa da engenharia tecidual 

é a utilização de biomateriais associados a fármacos que promovam uma ação 

conjunta para atuarem no reparo ósseo (Lisboa-Filho et al., 2018; Ning et al., 2019; 

Wang CW et al., 2020). Tella e Gallagher (2014) realizaram um levantamento sobre 

os tipos de tratamentos referentes à osteoporose e sugeriram que a terapia 

farmacológica pode ser classificada devido à presença de agentes anti-reabsortivos 
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e/ou anabólicos, sendo que os bisfosfonatos, os moduladores seletivos de 

receptores de estrógeno (SERMS) e denosumabe constituem o grupo de anti-

reabsortivos. Já o paratormônio (PTH) e o ranelato de estrôncio pertencem ao grupo 

de agentes anabólicos, ou seja, que favorecem a neoformação óssea. Os 

bisfosfonatos são os medicamentos mais utilizados para o tratamento da 

osteoporose (Black, Rosen, 2016), embora seu uso a longo prazo apresente como 

desvantagem a possibilidade de induzirem a osteonecrose no pós-operatório de 

cirurgias envolvendo ossos mandibulares, como implantes e extrações dentárias 

(Bliuc et al., 2019). Em contrapartida, a teriparatida, (PTH 1-34), um fármaco 

análogo ao paratormônio (PTH 1-84), ao ser administrada sistemicamente 

demonstrou ser eficaz na diminuição da área osseonecrótica em mandíbulas de 

animais que receberem doses de ácido zoledrônico, um fármaco do grupo dos 

bisfosfonatos, e foram submetidos à extração dentária em comparação ao grupo que 

não foi tratado com teriparatida (Ersan et al., 2014). Além disso, a teriparatida 

estimula a formação óssea cortical e trabecular, bem como eleva a força e volume 

ósseo (Mazziotti et al., 2012), isso se deve ao fato de que esse medicamento 

apresenta um mecanismo de ação diferente das medicações atualmente disponíveis 

para o tratamento da osteoporose, apresentando melhora na quantidade e qualidade 

do osso em animais osteopênicos (Kubota et al., 2018b; de Oliveira et al., 2018; 

Putinni et al., 2019). Não existe apenas um mecanismo que explique como o 

tratamento com teriparatida intermitente aumenta a massa óssea e a formação do 

tecido (Wein, Kronenberg, 2017). Contudo, sabe-se que o paratormônio (PTH 1-84) 

apresenta um papel paradoxal na modulação da remodelação óssea, pois pode 

apresentar efeitos anabólicos ou catabólicos, sendo que eles ocorrem 

concomitantemente (Goltzman, 2018). As células de linhagem osteoblástica, como 

osteócitos, células de revestimento do tecido ósseo e osteoblastos apresentam 

receptor para o paratormônio em sua superfície (Yang D et al., 2007) e quando há 

ligação entre o hormônio e o seu receptor nas superfícies pode ocorrer a formação 

óssea, que também está relacionada com o aumento no número de osteoblastos por 

meio da diminuição da apoptose, proliferação de precursores osteoblásticos, 

deposição da matriz mineralizada, e ativação das células de revestimento (Jilka, 

2007).  
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Estudos recentes corroboram que o fármaco teriparatida utilizado localmente 

intensifica o processo de formação óssea, devido ao aumento do volume do osso, 

maior renovação tecidual e elevação da força óssea na região cirúrgica em relação 

ao grupo que não foi tratado com o fármaco (Gomes-Ferreira et al., 2020; Tao et al., 

2019). Devido a isso, apesar da literatura não apresentar muitos relatos da 

associação entre partículas de biovidro com medicamentos locais para osteoporose 

na resposta in vivo, a escolha deste fármaco deu-se em função de seus efeitos 

favoráveis quanto ao metabolismo do tecido ósseo (de Oliveira et al., 2018; Ozer et 

al., 2019; Puttini et al., 2019; Tao et al., 2019) e evidências na literatura sobre o seu 

efeito em culturas de células (Bakker et al., 2012; Wang J et al., 2017).  

O processo de incorporação do fármaco na superfície dos biomateriais pode 

ocorrer de diferentes maneiras, dentre eles se destaca o processamento 

sonoquímico (Lisboa-Filho et al., 2018), pois nessa técnica o equipamento de 

ultrassom gera a formação de cavitações bolhosas por meio de contato da radiação 

com o material (Bang, Kenneth, 2010), promovendo alterações nas características 

físicas e estruturais do biomaterial, como redução, homogeneização das partículas e 

ocasionalmente a formação de uma camada amorfa superficial (Arruda et al., 2013) 

que é necessária para a incorporação do medicamento. Em um recente trabalho de 

Gonzalo-Juan et al. (2020) os autores utilizaram a técnica de sonoquímica para 

produzir nanopartículas de prata e incorporá-las na superfície do biovidro e 

comprovaram que essa técnica não interfere nos mecanismos de bioatividade do 

vidro, pois não altera sigficativamente a estrutura de rede do vidro, considerando 

essa rota fácil e rápida. 

A partir desse contexto, as investigações de novos biomateriais que possam 

acelerar ou promover a regeneração óssea em pacientes que apresentem 

osteoporose e necessitem de procedimentos cirúrgicos é de suma importância e tem 

sido abordada em estudos atuais (Fernandes et al., 2018; Johari et al., 2016; 

Khoshakhlagh et al., 2017; Lee et al., 2019; Pazarceviren et al., 2019; Rizwan et al., 

2017; Zhang et al., 2017).  Portanto, o desenvolvimento de um biomaterial que 

favoreça o processo de regeneração óssea e possa contribuir positivamente para o 

campo da bioengenharia tecidual, promovendo uma combinação das vantagens da 

medicação teriparatida, que demonstra ser um fármaco inovador e anabolizante 
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ósseo, com o biovidro que apresenta propriedades positivas em relação ao reparo 

ósseo torna-se de extrema necessidade. 
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2 PROPOSIÇÃO  

 

 

2.1 Geral 

 

O objetivo geral neste estudo foi avaliar a influência do biovidro 

funcionalizado com o fármaco teriparatida 10% na diferenciação e atividade de 

células mesenquimais, bem como no reparo ósseo em defeitos críticos realizados 

em ratas ovariectomizadas, visando aplicação ortopédica e odontológica. 

 

 

2.2 Específicos 

 

Os objetivos específicos foram: 

 

a) produzir biovidro funcionalizado com  o fármaco teriparatida 10% visando  

a regeneração tecidual; 

b) avaliar a atividade e a diferenciação celular influenciadas pelo biomaterial; 

c) quantificar e analisar o tecido ósseo neoformado no defeito crítico; 

d) avaliar a marcação imunohistoquímica para RANKL e osteocalcina; 

e) correlacionar os resultados da etapa in vitro com a etapa in vivo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1 Biomaterial 

 

 

3.1.1 Produção do biovidro 

 

 

Para obtenção do biovidro 45S5 foi utilizada a metodologia descrita por 

Spirandeli et al. (2020) que baseia-se nos processos de preparo da vidrocerâmica 

por sol-gel seguida de fusão/resfriamento. Esse método envolve a fusão de uma 

mistura dos materiais de partida, no caso do biovidro 45S5, correspondente a 45% 

dióxido de silício (SiO2), 24,5% óxido de cálcio (CaO), 24,5% óxido de sódio (Na2O) 

e 6,0% pentóxido de fósforo (P2O5) em massa (Hench, 1998). Os óxidos Na2O e 

CaO empregados na síntese foram obtidos a partir de seus respectivos carbonatos. 

Em uma etapa prévia à fusão, os reagentes SiO2, carbonato de cálcio (CaCO3) e 

carbonato de sódio (Na2CO3) foram misturados e em seguida, essa mistura foi 

levada ao forno para descarbonatação (separação do carbonato de cálcio em óxido 

de cálcio e dióxido de carbono). A mistura dos óxidos obtida foi armazenada em 

frascos plásticos em dessecador até o momento do preparo do biovidro. O P2O5 foi 

acrescentado à mistura somente momentos antes do processo de fundição do 

biovidro, devido sua higroscopicidade (Spirandeli et al., 2020). A fusão do biovidro 

45S5 foi realizada em forno a 1350°C/15 min, em cadinho ZAS (zircônia-alumina-

silício). Posteriormente, o vidro fundido foi vertido em água. O vidro, em forma de 

fritas, foi recolhido, seco e posteriormente moído em almofariz mecânico por 3 horas 

e posteriormente foi peneirado em peneira de 200 mesh. O biovidro 45S5 foi 

produzido pelo Pesquisador Tiago Moreira Bastos Campos, pós-doutorando na área 

de Física e Química dos Materiais Aeroespaciais no Instituto Tecnológico da 

Aeronáutica (ITA).  

Após a produção do biovidro 45S5, o material foi submetido à 

funcionalização pela técnica sonoquímica descrita no próximo item. 
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3.1.2 Redução à escala subnanométrica do PTH 1-34 e do Biovidro para a 

técnica sonoquímica 

 

 

A mistura e a homogeneização dos materiais foram realizadas no 

Laboratório de Materiais Avançados do Centro para Pesquisa e Desenvolvimento de 

Materiais Funcionais- Divisão de Saúde - CEPID/FAPESP sob a supervisão do Prof. 

Assoc. Paulo Noronha Lisboa Filho. As amostras de Biovidro 45S5 e de teriparatida 

(PTH 1-34) (Parathyroid Hormone Fragment 1-34 human, Lilly France S.A.S) foram 

tratadas pela técnica sonoquímica utilizando água Mili-Q. ultrapure como meio para 

obter uma umidade homogênea e para diminuir o tamanho da partícula de biovidro. 

A água Milli-Q. ultrapure faz com que as bolhas de cavitação tenham maior vapor 

solute e, assim acelere o efeito da cavitação acística. A marca Fórteo® Colter Pen 

do PTH 1-34 (Parathyroid Hormone Fragment 1-34 human, Lilly France S.A.S) foi 

eleita, por apresentar-se na forma líquida, possibilitando a mistura de forma 

homogênea ao biovidro após o processamento sonoquímico das partículas. 

Todas as amostras foram submetidas ao processamento ultrassônico em um 

modelo de marca Sonics VCX-750, com potência de 750W e frequência de 20kHz, 

com pulsos de 5 min e amplitude variável até 70% da amplitude nominal do 

equipamento Sonics (450W/cm²), na qual foi fixada (Figura 1a). As amostras do 

biovidro 45S5 foram divididas em partes iguais, sendo uma parte constituída por 

biovidro funcionalizado na ausência do fármaco, que foi denominado como grupo BG 

e a outra parte constituída por biovidro submetido ao processamento de 

funcionalização associado ao fármaco teriparatida que foi identificado como grupo 

BGT. Na câmara de síntese, foi utilizada a condição de ar atmosférico e o recipiente 

com as amostras e a ponta ultrassônica foram arrefecidos em temperatura ambiente 

(Figura 1b). Ambos os grupos foram subsequentemente secos em estufa a 60ºC 

(Figura 1c). 

A concentração relativa em massa foi de 55g/L, sendo utilizado 50 

microlitros (μL) do hormônio PTH 1-34 e 500 miligramas (mg) de biovidro 45S5 na 

forma de pó com 10 mililitros (mL) de água Milli-Q, determinada nas etapas iniciais 

do processo. 
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Legenda: a) Ultrassônico (marca Sonics VCX-750); b) Amostra imediatamente após o processo de 
funcionalização pela rota sonoquímica; c) Aspecto final do biovidro associado com o fármaco 
teriparatida 10% (BGT). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.2 Caracterização do material 

 

 

A caracterização de todos os materiais foi realizada visando observar as 

características das superfícies das partículas de biovidro antes e após a 

funcionalização. 

 

 

3.2.1 Análise das partículas com Microscopia Eletrônica de Varredura com 

emissão de campo (MEV-FEG) 

 

 

Para analisar a topografia superficial das amostras (biovidro 45S5, BG e 

BGT), foi utilizado o microscópio eletrônico de varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, 

Tóquio, Japão) com canhão de emissão de campo “Field Emission Gun” (FEG) 

(Tescan/Vega 3, Brno, República Tcheca) instalados no Laboratório Associado de 

Sensores e Materiais do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE). O 

biovidro 45S5 também foi avaliado por ser o material base para a produção dos 

materiais experimentais. Para isso, as amostras foram posicionadas em uma 

a 

Figura 1- Redução à escala nanométrica 

b c 
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plataforma de alumínio (stub), auxiliado por uma fita dupla face de carbono (3M, 

Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma camada fina de ouro (80 Â), que foi 

depositado por meio de vaporização iônica (sputtering) na máquina metalizadora 

(Emitech SC 7620, Sputter Coater, Quorum Technologies, Newhaven, Reino Unido) 

por 130 s com uma corrente de 10-15 miliâmperes (mA) em vácuo de 130 mTorr e à 

uma taxa de metalização de 3.5 nm/min. As imagens foram obtidas no MEV com 

detector de elétrons secundários (ES), projetados sobre a superfície da amostra. As 

magnificações utilizadas foram de 10.000 x, 20.000 x, 50.000 x.  

 

 

3.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformação de Fourier (FTIR) 

 

 

A composição química da superfície das partículas foi analisada utilizando o 

espectrômetro de infravermelho por transformação de Fourier (FT-IR) (Parkin Elmer, 

modelo Spectrum GX) no modo UATR, instalado no Laboratório Associado de 

Sensores e Materiais do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE), na 

região do médio 500-4000 cm -1, 32 varreduras e resolução de 4 cm-1 utilizando o 

programa Spectrom Saurch Plus. 

 

 

3.2.3 Potencial Zeta 

 

 

Os valores do potencial zeta dos biovidros foram obtidos usando o 

equipamento de espalhamento dinâmico de luz, Stabino Control 2.00.23, (Particle 

Metrix GmbH, Meerbusch) instalado no Instituto de Pesquisa e desenvolvimento da 

Universidade do Vale do Paraíba (UNIVAP). Os pós dos biovidros foram dispersos 

em água deionizada (pH 5,0), e as medidas foram realizadas a 25oC em um ângulo 

de 15o. Para calcular o potencial zeta a partir dos valores de mobilidade, foi utilizada 

a equação de Smoluchowski, com valores de índice de refração, constante dielétrica 

e viscosidade da água a 25oC. 
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3.2.4 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

 

Para realização da análise semi-qualitativa da composição química dos 

elementos químicos das amostras, foi utilizado um espectrômetro por dispersão de 

energia (EDS) (Bruker Nano GmbH 410, Berlin, Alemanha) associado ao software 

Espirit 1.9 (Bruker, Berlin, Alemanha) no MEV (Inspect S50, FEI Company, Brno, 

República Tcheca) instalado no Laboratório Associado de Sensores e Materiais do 

Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE). 

 

 

3.3 Comitê de ética 

 

 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia do Campus de São José dos Campos/UNESP sob o 

nº10/2019/CEUA/ICT-CSJC-UNESP (Anexo A) e foi realizado de acordo com os 

Princípios Éticos para a Experimentação Animal, adotado pelo Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (CONCEA). Este trabalho também seguiu as diretrizes 

preconizadas pelo ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo Experiments) 

(Percie Du Sertid et al., 2020). 

 

 

3.4 Ensaio biológico in vitro 

 

 

Todos os procedimentos biológicos in vitro foram desenvolvidos e 

executados no Laboratório de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC) 

localizado no Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal do Instituto de 

Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - 

Unesp, Campus de São José dos Campos. 

Nove ratas foram submetidas à ovariectomia bilateral (OVX) e após 60 dias 

da cirurgia foram eutanasiadas com dose excessiva de anestésico utilizando uma 
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solução intramuscular de Anasedan / Dopalen. As células foram obtidas dos fêmures 

dessas ratas Wistar ovariectomizadas. 

Após a limpeza dos fêmures, no fluxo laminar, as células da medula óssea 

foram isoladas e inseridas em frascos para cultura celular de 250 mL e 75 cm2 (TPP, 

Biosystems, Curitiba, Brasil) com meio de cultura essencial mínimo alfa MEM 

(Gibco) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (LGC Tenchology, 

Campinas Brasil) e gentamicina (500 μg/mL) (Gibco) e foram incubadas em estufa à 

temperatura de 37°C, com umidade atmosférica contendo 5% de dióxido de carbono 

(CO2) (Figura 2). O meio de cultura foi trocado a cada três dias e a progressão da 

cultura avaliada por microscopia de fase invertida (Microscópio Carl Zeiss – Axiovert 

40C, Germany). Após a confluência (aproximadamente sete dias), as células foram 

liberadas enzimaticamente (Rosa et al., 2008) e plaqueadas na densidade de 1x104 

células viáveis em cada poço da microplaca de 96 poços (Transwell, Corning/Costar, 

Nova Iorque, EUA). 

 

 

Figura 2- Procedimento de isolamento celular 

 

 

Legenda: a) Remoção da epífase do fêmur; b) Lavagem do canal medular do fêmur com meio 
suplementado; e) Garrafa com meio suplementado. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Previamente ao plaqueamento, foram pesados em balança de precisão 

semi-analítica (BEL Engin Mark, modelo 210A) 0,022g das amostras de biovidro 

a b c 
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(BG) e do biovidro funcionalizado com o fármaco teriparatida 10% (BGT). 

Posteriormente as amostras foram esterilizadas em luz UV e colocadas no interior 

dos poços. Nos poços do grupo controle permaneceu o plaqueamento apenas das 

células. A seguir, foi acrescentado meio de cultura osteogênico na placa, contendo 5 

mg/mL de ácido ascórbico (Neon) e 2,16g de β glicerol-fosfato (Sigma-Aldrich) na 

solução de 500 mL de meio suplementado. O volume final do meio osteogênico foi 

de 250 μL por poço, o qual foi trocado a cada 48 horas. 

Após estes procedimentos, todas as placas foram incubadas a 37ºC com 5% 

de CO2 e mantidas até o momento dos testes. Todos os testes foram realizados de 

acordo com a ISO 10993-5 e em triplicata, sendo que cada isolamento foi um pool 

de células provenientes dos fêmures dos três animais. 

 

 

3.4.1 Adesão celular 

 

 

Especificamente, para a avaliação da adesão celular, no plaqueamento 

celular as amostras foram colocadas no interior de poços contendo lamínulas 

(Sarstedt, USA), as quais foram posicionadas no fundo destes. Após 3 e 5 dias de 

cultivo, a morfologia celular foi avaliada por FE-MEV (Field Emission Microscopia 

Eletrônica de Varredura) (Zeiss - EVO MA10, São Paulo, Brasil) no laboratório de 

Pesquisa em Materiais Odontológicos e Prótese do ICT/Unesp . 

Para tal, as amostras foram lavadas três vezes com PBS para remover as 

células não aderentes e, em seguida, fixadas quimicamente com glutaraldeído a           

2,5 % à temperatura ambiente. A seguir as amostras, foram desidratadas por meio 

de uma série ascendente de etanol e o conjunto da lamínula com as amostras na 

sua superfície foi retirado do poço antes da análise. As amostras foram revestidas 

com uma fina camada de ouro usando um sistema sputter-revestimento. 
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3.4.2 Determinação da viabilidade celular (citotoxicidade) 

 

 

Após os períodos de 3 e 7 dias, foi realizada avaliação quantitativa de 

células vivas, após a exposição ao corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazol] 

(Sigma Aldrich) e análise espectrofotométrica do corante incorporado. O grupo 

controle utilizado foi o fundo da placa. Alíquotas de MTT a 0,5 mg/mL em meio 

suplementado osteogênico foram preparadas, em seguida as culturas de células 

foram incubadas com esta solução durante 4 horas a 37ºC em estufa contendo 5% 

de CO2. Após esse período, a solução de MTT foi removida e foi adicionado em 

cada poço 150 µL de DMSO (Dimethyl Sulfoxide) e a placa foi colocada sob 

agitação. Em seguida, alíquotas de 100 µL foram retiradas dos poços e transferidas 

para placa de 96 poços para a medida colorimétrica no espectrofotômetro com 

comprimento de onda 570 nm (Micronal AJX 1900). Os dados foram aferidos como 

porcentagem a partir do grupo controle. 

 

 

3.4.3 Conteúdo de Proteína Total 

 

 

O conteúdo de proteína total foi calculado em dois períodos distintos, 3 e 7 

dias, a fim de avaliar se o biomaterial acelera ou não a produção de proteínas 

celulares. Esta mensuração foi realizada de acordo com o método modificado de 

Lowry (1951). Após a remoção do meio de cultura, os poços foram lavados com PBS 

e preenchidos com 150 µL de lauril sulfato de sódio a 0,1% (Sigma Aldrich) para 

extração das proteínas. Em seguida, foi adicionado em cada poço 100 µL de Lowry 

(Sigma Aldrich) e a esta mistura acrescentou-se 100 µL de Folin e Ciocalteau 

(Sigma Aldrich) por poço.  Ao final do teste, a absorbância foi aferida 

espectofotometricamente a 680 nm (Micronal AJX 1900). Os dados foram aferidos 

como absorbância. 
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3.4.4 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi determinada por meio da liberação 

de timolftaleína por hidrólise do substrato de timolftaleínamonofosfato, utilizando kit 

comercial de acordo com as instruções do fabricante (Labtest Diagnóstica), nos 

mesmos períodos da proteína total, utilizando os mesmos lisados. Às soluções do kit 

foram acrescentadas às alíquotas de 50 μL dos lisados obtidos de cada poço, 

permanecendo por 10 minutos a 37ºC em banho-maria. A absorbância foi medida 

em espectrofotômetro (Micronal AJX 1900) utilizando comprimento de onda de 590 

nm. Os dados foram aferidos como absorbância. 

 

 

3.4.5 Formação e quantificação de cálcio nos nódulos de mineralização 

 

 

A formação de nódulos de mineralização foi avaliada após 12 dias de cultura 

por meio da coloração de vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Brasil), pH 4,2. Especificamente para este teste foi utilizado microplacas com  a 

presença de uma rede Transwell (Transwell, Corning/Costar, Nova Iorque, EUA), 

pois a quantificação e formação da matriz mineralizada corada se confundiram com 

o grão do pó, que pela presença de cálcio em sua composição apresentou coloração 

semelhante. A quantificação de cálcio presente nos nódulos mineralizados foi 

realizada de acordo com o método descrito por Gregory et al. (2004). Em cada um 

dos poços, foi adicionado ácido ácetico 10 % e incubados a temperatura ambiente, 

sob agitação, durante 30 minutos. Toda a solução foi transferida para microtubos de 

centrífuga e agitados em vórtex (Vórtex QL – 901) por 30 segundos. Os microtubos 

foram levados ao banho-maria (Banho Metabólico Dubnoff – MA095/CF) e 

aquecidos por 10 minutos, a 87, 5 ºC sendo posteriormente transferidos para uma 

caixa com gelo e levado ao freezer por 5 minutos. Em seguida, foram centrifugados 

(Centrífuga Labnet– HERMLE Z 300K) por 20 minutos e 100 μL dos sobrenadantes 

foram transferidos para placa de 96 poços. Em cada poço foram acrescidos 40 μL de 

hidróxido de amônia a 10%, para neutralização do ácido. A leitura foi realizada em 
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espectrofotômetro (Micronal AJX 1900), sob o comprimento de onda de 405 nm. Os 

dados foram aferidos como absorbância. 

 

 

 

3.5 Ensaio biológico in vivo 

 

 

Quarenta ratas foram submetidas à confecção de defeitos ósseos críticos na 

calvária. Previamente ao defeito, as ratas foram divididas em dois grupos, sendo que 

20 ratas foram submetidas à ovariectomia bilateral (OVX) e 20 ratas foram 

submetidas à cirurgia de ovariectomia simulada (Sham). Assim, o modelo 

experimental adotado no presente projeto consistiu em animais deficientes de 

estrógeno no grupo OVX. Em ambos os grupos, OVX e Sham, foram 

confeccionados dois defeitos ósseos críticos de 5,0 milimetros (mm) nas calvárias 

direita e esquerda. Os defeitos do lado esquerdo foram preenchidos aleatoriamente 

com material experimental (biovidro funcionalizado- BG ou biovidro funcionalizado 

com teriparatida 10%- BGT), enquanto os defeitos ósseos direitos sempre foram 

preenchidos com coágulo. Esta distribuição visou evitar possível influência de um 

material sobre o outro, resultando em n= 5 para cada subgrupo.  

Após 2 e 6 semanas, os animais foram eutanasiados e a área do reparo 

ósseo foi avaliada por meio de análise histológica, histomorfométrica e imuno-

histoquímica (Figura 3). 
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Figura 3- Fluxograma dos grupos experimentais 

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.1 Ovariectomia bilateral 

 

 

Vinte ratas foram submetidas à ovariectomia bilateral (OVX) e a mesma 

quantidade de animais foi submetida à cirurgia de ovariectomia simulada (Sham). As 

ratas foram anestesiadas com Cloridrato de Xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, 

Ltda.) e Cloridrato de Cetamina (Cloridrato de quetamina injetável, Fort Dodge, 

Saúde Animal Ltda.) e, a seguir foram colocadas em decúbito lateral para realização 

de uma incisão de 1 centímetro (cm) nos flancos, foi realizada a divulsão por planos 

do tecido subcutâneo e, em seguida, do peritônio a fim de ter acesso à cavidade 

abdominal. Posteriormente, foram localizados os ovários e os cornos uterinos, os 

quais foram cauterizados utilizando o cauterizador (Cautermax- Fabinject®) (Figura 

4). Posteriormente, foi realizada a sutura por planos, todos utilizando fio de seda nº 3 

(Ethicon/Johnson & Johnson). 
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 As ratas do grupo cirurgia simulada (Sham) passaram pelo mesmo 

procedimento, porém foi realizada apenas a exposição cirúrgica dos cornos uterinos 

e dos ovários, sem suas respectivas cauterizações. As divisões dos grupos estão 

descritas no Quadro 1.  

 

 

 

 

 
Legenda: a) Exposição do ovário; b) Cauterização do ovário; c) Ovário e corno uterino cauterizados. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Quadro 1-  Divisão dos grupos 

 

Tratamento 
Tempo de 
Sacríficio 

Número de 
animais Grupo 

Sham+Biovidro 2 semanas 5 BGS2 

Sham+Biovidro+Teriparatida 10% 2 semanas 5 BGTS2 

OVX+Biovidro 2 semanas 5 BGO2 

OVX+Biovidro+Teriparatida 10% 2 semanas 5 BGTO2 

Coágulo-Sham 2 semanas 5 CS2 

Coágulo-OVX 2 semanas 5 CO2 

Sham+Biovidro 6 semanas 5 BGS6 

Sham+Biovidro+Teriparatida 10% 6 semanas 5 BGTS6 

OVX+Biovidro 6 semanas 5 BGO6 

OVX+Biovidro+Teriparatida 10% 6 semanas 5 BGTO6 

Coágulo-Sham 6 semanas 5 CS6 

Coágulo-OVX 6 semanas 5 CO6 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

a b c 

Figura 4- Procedimento cirúrgico de ovariectomia 
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3.5.2 Citologia Esfoliativa 

 

 

A citologia esfoliativa é definida como o estudo morfológico e morfométrico 

de células descamadas da mucosa, principalmente das camadas suprabasais, 

observadas por meio de microscópio óptico (Macluskey, 2000). Após o 14º dia da 

realização do procedimento cirúrgico para cauterização dos ovários, foram 

realizadas coletas de secreções vaginais de 5 animais de cada um dos dois grupos 

experimentais (Sham e OVX), escolhidos aleatoriamente. Estas coletas foram 

realizadas durante quatro dias consecutivos, no período da manhã (período de 

duração média no ciclo das fêmeas), para confirmação do estado hormonal. Neste 

procedimento, utilizou-se a pipeta de Pasteur preenchida com 10 µL de solução 

salina (NaCl a 0,9%), a qual teve sua ponta levemente inserida no canal vaginal dos 

animais. O fluído vaginal coletado foi despejado em uma lâmina de vidro utilizada 

para microscopia. Atentou-se para a troca da pipeta em cada animal. 

O lavado vaginal foi corado por Papanicolau e as lâminas obtidas foram 

fotografadas com microscópio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil), com 

câmera digital acoplada Canon, modelo Power Shot A640 em aumento original de 

5x, 10x, 20x e 40x. As imagens obtidas foram usadas para análise descritiva da 

morfologia celular. 

 

 

3.5.3 Confecção de defeito ósseo crítico 

 

 

Após 60 dias da realização dos procedimentos de ovariectomia (OVX) e 

ovariectomia simulada (Sham) as ratas foram submetidas à confecção dos defeitos 

ósseos críticos na calvária. Os animais foram pesados e anestesiados com uma 

solução de cloridrato de xilazina 2,3 g/ 100 mL (Anasedan® - Vetbrands, Jacareí - 

Brasil) e Cloridrato de Ketamina 1,16 g/ 10 mL (Dopalen® – Vetbrands, Jacareí - 

Brasil).  

Após a anestesia dos animais, os locais cirúrgicos foram submetidos à 

tricotomia e à anti-sepsia com solução de álcool iodado. A incisão linear de 
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aproximadamente 3,5 mm foi realizada com lâmina de bisturi número 15 na região 

correspondente à face medial da calvária (Figura 5a). Os tecidos foram 

divulsionados para expor as corticais da calvária, na qual foram confeccionados os 

defeitos de 5,0 mm no osso parietal direito e esquerdo, sob irrigação abundante e 

contínua com solução fisiológica, para evitar o aquecimento decorrente do atrito da 

broca com o osso. Para a obtenção do defeito crítico, foi utilizada uma broca trefina 

com o diâmetro de 5,0 mm (Figura 5b). Após a confecção dos defeitos ósseos 

(Figura 5c,d), no lado direito foi aguardada estabilização do coágulo (grupo controle). 

Enquanto, nos defeitos confeccionados no lado esquerdo foi realizado o 

preenchimento aleatório com o material experimental: a) biovidro (BG) ou b) biovidro 

associado com teriparatida 10% (BGT) (Figura 5e,f). Para a estabilização do material 

na loja cirúrgica do defeito, foi posicionada no local do defeito ósseo uma membrana 

biológica (GenDerm®) de maior diâmetro (Figura 5g). Em todos os defeitos, os 

tecidos foram reposicionados e as camadas foram suturadas com fio de seda nº 3 

(Ethicon/Johnson & Johnson) (Figura 5h). Novamente foi realizada anti-sepsia com 

álcool iodado. Após a cirurgia, as ratas foram colocadas em gaiolas contendo 03 e 

02 animais em cada mini-isolar do rack ventilado e monitoradas até o prazo da 

eutanásia. 
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Legenda: a) Sítio cirúrgico na calvária; b) Perfuração com broca trefina de 5mm; c) Procedimento 
cirúrgico propriamente dito; d) Fragmentos ósseos removidos das lojas cirúrgicas; e) Preenchimento 
com o material pré-selecionado; f) Biomaterial estabilizado na loja cirúrgica; g) Posicionamento da 
Membrana Biológica (GenDerm®); h) Sutura. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Após os procedimentos, as eutanásias foram realizadas no prazo de 2 e 6 

semanas com sobredosagem dos medicamentos utilizados para anestesia, por via 

intramuscular. Foram utilizadas sobredoses 4 vezes maiores para garantir que o 

animal não retornasse ao estágio de consciência. Neste momento, para a 

comprovação do efeito da ovariectomia foram observados e comparados os 

aspectos macroscópicos das tubas uterinas das ratas do grupo Sham e das ratas do 

grupo OVX (Figura 6). 

 

 

a b c d 

e f g h 

Figura 5- Procedimento cirúrgico na calvária 
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Figura 6- Efeito macroscópico das tubas uterinas após a realização do procedimento 

cirúrgico de ovariectomia 

 

Legenda: a) tuba uterina de uma rata do grupo OVX atrofiada; b) tuba uterina de uma rata do grupo 
Sham. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

3.5.4 Análise histológica 

 

 

Após a eutanásia, as calvárias foram removidas, limpas e colocadas em 

solução de formol a 10% por 48 horas. A seguir, as amostras foram colocadas em 

solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA Titriplex III, EMD Millipore, EUA) 

para a desmineralização por cerca de 60 dias. As peças foram verificadas 

regularmente e quando constatada a desmineralização, foi realizado o 

processamento histológico. 

Após a desmineralização, as peças foram seccionadas longitudinalmente no 

centro do defeito ósseo da calvária, inseridas em cassetes plásticos e colocadas em 

um processador de tecidos (Leica TP1020, Wetzlar, Alemanha) para posterior 

inclusão em parafina. A seguir, foram obtidos cortes semi-seriados de 5,0 

micrometros (µm) de espessura que foram corados com hematoxilina e eosina (HE), 

e cortes de 3,5 µm que foram estendidos em lâminas silanizadas, para as reações 

de imuno-histoquímicas. 

Na análise histológica descritiva foram observados os aspectos do 

desenvolvimento da reparação óssea, avaliando-se a formação do tecido de 

a 

 

a 

b 

 

b 
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granulação, a neoformação óssea, o arranjo de trabéculas ósseas imaturas e a 

maturação óssea até a remodelação final.  

 

 

3.5.5 Análise histomorfométrica 

 

 

Para a análise histomorfométrica, cinco cortes de cada defeito foram 

selecionados em microscópio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil), e 

avaliados quanto a área de neoformação óssea. Em cada um dos 05 cortes, dois 

campos situados na extremidade do defeito foram digitalizados, no aumento de 5x, 

representando a interface do sítio cirúrgico (coto cirúrgico). Como padronização, as 

imagens para análise histomorfométrica foram captadas sempre na mesma posição 

determinada por meio de referências na tela do computador. A seguir, as imagens 

foram transferidas para um computador no formato JPEG para análise morfométrica 

das estruturas selecionadas.  

A taxa de neoformação óssea foi quantificada por meio do programa 

software Image J (Image Processing and Analysis in Java, NIH, EUA). O parâmetro 

histomorfométrico calculado foi a área de neoformação óssea por campo em µm2.  

 

 

3.5.6 Análise imuno-histoquímica 

 

 

Os mesmos espécimes preparados para a análise histológica convencional 

foram utilizados para a análise imuno-histoquímica, porém os cortes histológicos 

foram obtidos com 3,5 µm na região em que o biomaterial estava inserido, e as 

secções foram estendidas em lâminas sinalizadas e submetidas ao procedimento de 

imuno-histoquímica de rotina. 
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3.5.6.1 Atividade de Osteocalcina (OC) e anti-RANKL 

 

 

Os marcadores imuno-histoquímicos utilizados para analisar a atividade 

celular foram anti-Rank-L (Abcam,USA) e osteocalcina (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, USA). A diluição, temperatura/tempo de incubação e recuperação 

antigênica, que foi utilizado no presente experimento, encontram-se listados no 

Quadro 2. 

 

 

Quadro 2- Diluição, incubação e recuperação antigênica 

 

Anticorpo Diluição Incubação 
Recuperação 

antigênica 

Anti-RANKL 1:3000 4o C durante 18 horas Ácido cítrico 

Osteocalcina 1:100 4o C durante 18 horas Ácido cítrico 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As lâminas foram preparadas para as reações imuno-histoquímicas 

mediante o bloqueio da peroxidase endógena tecidual por meio da incubação com 

peróxido de hidrogênio a 6% e metanol. A recuperação antigênica para osteocalcina 

foi realizada por meio do aquecimento em uma cuba de vidro contendo ácido cítrico 

a 10 mMph 6,0 no micro-ondas (700w) por 2 minutos, após o aquecimento, as 

lâminas foram colocadas na cuba com o ácido cítrico aquecido por 40 min; para o 

anti-RANKL a recuperação antigênica foi realizada em banho-maria a 98 oC com 

ácido cítrico a 10 mMph 6,0 por 30 minutos. Apenas para a osteocalcina foi realizado 

o bloqueio da enzima endógena biotina com leite desnatado em pó e água destilada 

por 20 min. A seguir, foi realizada incubação dos anticorpos primários, que ocorreu 

de acordo com a diluição, tempo e temperatura listados no Quadro 2. 

Posteriormente, ocorreu a incubação com o anticorpo secundário, (Universal LSAB 

TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat - DAKO) por 30 minutos à temperatura ambiente, para a 

RANK-L foi realizada a exposição ao complexo terciário estreptavidina-peroxidase 

(Universal LSAB TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat - DAKO) por 30 minutos à temperatura 



43 

 

 
 

ambiente e para a osteocalcina foi utilizado o complexo AB (Adivina-Biotina). O 

cromógeno utilizado para ambos foi a solução de diaminobenzidina (Dako Liquid 

DAB), por 2 minutos.  Posteriormente, foi realizada a contra-coloração dos cortes 

com hematoxilina de Mayer, desidratação em etanol, clareamento em xilol e 

montagem com Permount. Os controles negativos foram feitos com a substituição do 

anticorpo primário por soro-albumina bovina (BSA) e os controles positivos foram 

realizados conforme sugestões dos fabricantes dos anticorpos primários. 

Para as análises foram realizadas uma foto padronizada de cada lâmina, 

com um aumento de 40 vezes, da região da interface entre o defeito ósseo e o osso 

pré-existente, para observação da expressão dos biomarcadores osteocalcina (OC) 

e anti-RANKL pelas células. Para ambos os biomarcadores foram realizadas 

avaliações nas bordas dos defeitos em ambos os períodos, por meio de avaliação 

visual e foram realizadas pelo mesmo avaliador em condições cegas. Para análise 

qualitativa foi considerada as imunomarcações para as células: (da Cruz Vegian et 

al., 2021; dos Santos PL et al., 2013, 2016; Esteves et al., 2013; Queiroz et al., 

2008): 

a) (-)= negativo 

b) (+)= positivo 

c) (++)= superpositivo 

d) (+++)= hiperpositivo 

 

Após a análise qualitativa, foi realizada a análise semi-quantitativa por meio 

das conversões das pontuações em porcentagens: 0% para negativo, 20% para 

positivo, 60% para superpositivo e 90% para hiperpositivo. A porcentagem mais alta 

refletiu um aumento no número de células que expressaram positivamente o 

marcador diaminobenzidina na área.  

 

 

3.6 Análise Estatística 

 

 

 Baseado no G*Power (version 3.1.9.2.) obtivemos o tamanho amostral dos 

ensaios biológicos in vivo de 5 animais por grupo assegurando o poder do teste em 
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80% e alfa de 0,05% (Leesongbuk et al., 2013). 

Todos os dados obtidos nos testes in vitro (MTT, fosfatase Alcalina, 

conteúdo de proteína total ) foram plotados e inicialmente analisados pelo teste de 

normalidade Shapiro-Wilk (p=0,05) seguido por teste paramétrico de análise de 

variância ANOVA- dois fatores (p=0,05), considerando como variáveis os grupos e 

os períodos analisados. Quando necessário, foram submetidos ao teste pos-hoc de 

Tukey. Somente para a quantificação de cálcio nos nódulos de mineralização foi 

realizado o teste de variância 1-fator ANOVA (p=0,05) seguido do teste pos-hoc de 

Tukey.  

 Para análise histomorfométrica e imuno-histoquímica, os dados foram 

plotados e analisados por teste de normalidade Shapiro-Wilk (p=0,05). 

Posteriormente, foram obtidos os dados da média e desvio padrão (±) da 

neoformação óssea dos grupos, seguido por teste paramétrico de análise de 

variância ANOVA- dois fatores (p=0,05) considerando como variáveis os grupos e os 

períodos de eutanásia. Quando necessário, foram submetidos ao teste pos-hoc de 

Tukey. 

Todos os testes foram realizados com o auxílio do software GraphPad Prism 

6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e para todos os testes estatísticos foi 

adotado nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Caracterização dos materiais 

 

 

4.1.1 Microscopia Eletrônica por emissão de campo (MEV-FEG) 

 

 

Nas micrografias obtidas por MEV- FEG foi possível observar na figura 7 que 

a superfície do biovidro 45S5 sem a funcionalização apresentou partículas de 

formatos geométricos e ângulos retos compatíveis com características morfológicas 

de materiais vítreos. Por outro lado, os grupos BG e BGT também descritos na figura 

7 e que foram submetidos a funcionalização, exibiram partículas com ângulos 

arredondados e mais solubilizadas. A aglomeração das partículas de vidro também 

pôde ser observada nos grupos funcionalizados e sugere-se que seja devido a 

menor energia de superfície.  
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Figura 7- Micrografias obtidas por FEG com aumento de 10.000, 20.000 e 50.000 

vezes, respectivamente 

 

 

Legenda: a,d,g) biovidro 45S5; b,e,h) biovidro (BG); c,f,i) biovidro associado com teriparatida 10 % 
(BGT). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformação de Fourier (FTIR) 

 

 

Na figura 8 observam-se três espectros de FTIR correspondentes aos 
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grupos biovidro 45S5, biovidro funcionalizado (BG) e do biovidro funcionalizado 

associado à teriparatida 10% (BGT). A composição da amostra antes e após a 

funcionalização do biovidro na ausência do fármaco apresentam ligações químicas 

que formaram redes características do biovidro. Pode-se, então confirmar, por meio 

da técnica de espectroscopia no infravermelho, a presença de bandas que 

representam os grupamentos de ligações de pontes de oxigênio BO (Si-O-Si), 

fosfato (PO4) e carbonato (CO3-) e ligações não ponte de oxigênio NBO (SiO-

Ca2+O—Si e SiO-Na+O--Si) em todos os grupos . Observou-se que houve uma 

pequena redução na intensidade relativa das bandas NBO no material 

funcionalizado na presença do fármaco teriparatida (BGT) quando comparado às 

outras amostras e a presença de bandas do grupo amida (C=O) constituído de 

ligações entre carbono e hidrogênio (C-H), nitrogênio e hidrogênio (N-H) e carbono, 

oxigênio e nitrogênio (C-O-N) (1660 cm-1) nesse grupo. As mudanças no controle de 

bandas por volta de 1000 cm-1 e 1500 cm-1 ocorreram por sobreposição das bandas 

da medicação com as do biovidro. O grupo carbonato (CO3-) não apresentou 

alteração significativa em nenhum dos grupos.  
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Figura 8- Representação de ligações encontradas na análise por espectroscopia de 

infravermelho por transformação de Fourier das partículas 
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Legenda: (       ) indica diminuiçao da banda NBO do grupo BGT. (        ) indica a presença dos grupos 
amida no grupo BGT. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.3 Potencial Zeta 

 

 

Todas as amostras demonstraram reatividade na superfície das partículas 

(Tabela 1). Os valores obtidos nas partículas de biovidro funcionalizado com a 

presença de teriparatida 10% (BGT) evidenciaram maior valor em módulo (Figura 9). 

O biovidro 45S5 exibiu menos grupos funcionais, sendo observada diferença 

estatística (p<0,05) com os grupos funcionalizados, entretanto entre os grupos BG e 

BGT  não houve diferença estatístisca (p>0,05). 
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Tabela 1- Representativa do Potencial Zeta das amostras, com média e desvio 

padrão (±) 

 

Potencial Zeta (mV) 

          Biovidro 45S5                      BG  BGT 

29,3 36,2 38,3 

27,5 33,7 38,2 

31 34,2 36,5 

29,27 ± 1,750 34,70 ± 1,323 37,67± 1,012 
 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 9- Valores de média e desvio padrão do Potencial Zeta (mV) 

 

 

Legenda: letras distintas indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.1.4 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

 

Na espectroscopia por dispersão de energia (EDS) uma amostra de cada 

grupo foi analisada para verificar os elementos químicos presentes na superfície dos 

biomateriais.   

As amostras quando avaliadas por EDS, evidenciaram a presença de 

elementos químicos que compõem o biovidro 45S5. Foram principalmente 

observados picos de energia característicos dos elementos cálcio (Ca), sílicio (Si) e 

oxigênio (O) nos grupos biovidro 45S5 e BG (Figura 10a, b). Enquanto,  as amostras 

que foram funcionalizadas com o fármaco teriparatida exibiram picos de sódio (Na) 

como elemento principal (Figura 10c). Além disso não foi observada a presença do 

elemento químico ouro (Au) nas partículas do grupo biovidro 45S5. 

 

 

Figura 10- Difratograma da microanálise por espectroscopia por dispersão de 

energia 
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Legenda: Espectro EDS das amostras a) Grupo biovidro 45S5 b) Grupo biovidro funcionalizado c) 
Grupo biovidro funcionalizado na presença do fármaco teriparatida. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Os dados da estatística descritiva (média ± desvio-padrão) obtidos a partir 

da mensuração dos elementos químicos no EDS estão ilustrados nas tabelas 2 e 3. 
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Tabela 2- Valores das médias obtidas em cada amostra 

 

 Wt%  

Biomaterial O Na Ca Si Au P C 

Biovidro 45S5 47.8 11.7 12.7 11.3 0 1.6 0 

BG 45.2 10.5 13.9 9.8 2.5 1.4 16.6 

BGT 49.8 24.4 9.7 6.5 6.2 3.4 0 
Legenda: Wt%- Porcentagem de massa; O-Oxigênio; Na- Sódio; Ca- Cálcio; Si-Sílicio, Au- Ouro, P-
Fósforo; C- Carbono. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 3- Valor de desvio padrão (σ) 

 

 σ  

Biomaterial O Na Ca Si Au P C 

Biovidro 45S5 0.2 0.1 0.1 0.1 0 0 0.2 

BG 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0 0.2 

BGT 0.2 0.2 0.1 0.1 0.3 0.1 0 
Legenda: σ- Desvio padrão; O-Oxigênio; Na- Sódio; Ca- Cálcio; Si-Sílicio, Au- Ouro, P-Fósforo; C- 
Carbono. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2 Análise in vitro 

 

 

4.2.1 Adesão celular 

 

 

Após 3 e 5 dias de cultura, as amostras foram analisadas por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) para evidenciação da interação celular sobre os 

materiais (Figura 11). Nesta análise evidenciou-se que todas as amostras permitiram 

espraiamento celular. Apesar dos materiais exibirem macroestruturas irregulares e 

revelarem uma superfície rugosa com grande quantidade de poros e reduzida 

coalescência entre as partículas, foi possível observar prolongamentos celulares 

permeando as partículas do material. 

a 

 

a 
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Figura 11- Fotomicrografia de MEV da adesão celular nas amostras 

 

Legenda: a) Grupo BG no período de 3 dias com aumento de 10.000 x; b) Grupo BG no período de 5 
dias com aumento de 650 x; c) Grupo BGT no período de 3 dias com aumento de 7.000 x; d) Grupo 
BGT no período de 5 dias com aumento de 7.000 x.(    ) indicam células espraiadas que indicam 
adesão celular. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.2 Determinação da viabilidade celular (MTT) 

 

 

No período de 3 dias, o grupo biovidro funcionalizado (BG) foi aquele que 

exibiu a maior porcentagem de viabilidade celular, porém não foi estatisticamente 

diferente dos demais grupos  no mesmo período (p>0,05 ). Entretanto, no período de 

7 dias, pôde-se observar que o grupo controle (fundo da placa) exibiu o maior valor 

de células viáveis, diferindo estatisticamente do grupo BG (p<0,05). 

Na análise entre os períodos verificou-se que o grupo controle no período de 

3 dias diferiu estatisticamente dos grupo experimentais BG e BGT no período 7 dias 
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(p<0,05). Os valores de viabilidade celular dos grupos experimentais no período de 7 

dias também diferiram estatisticamente dos grupos controle e BG no período de 3 

dias (p<0,05). Além disso, o grupo BG 7 dias diferiu estatisticamente do grupo 

controle 7 dias (p<0,05). Entretanto, o grupo BGT 7 dias não apresentou diferença 

estatisticamente significante com os grupos controle 7 dias e com o grupo BG 7 dias 

(p<0,05). Os resultados estão representados na figura 12. 

 

 

Figura 12- Teste ANOVA- dois fatores para os dados de viabilidade celular, tendo 

como variáveis os grupos analisados e o períodos. Valores de média e desvio 

padrão (±) do teste de viabilidade celular estão representados no gráfico 

 

 

Legenda: letras distintas indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.3 Conteúdo de proteína total  

 

 

Dentro dos períodos avalidos foi verificada a atividade metabólica celular  

em todos os grupos. Em ambos os períodos, os grupos experimentais apresentaram 

valores médios maiores do conteúdo de proteína total do que o grupo controle 

(fundo da placa), sendo observada diferença estatística no período de 7 dias 

(p<0,05). No período de 3 dias, não houve diferença estatisticamente significante 

(p>0,05) entre os grupos analisados. Enquanto no período de 7 dias,  a maior 
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quantidade de proteínas totais foi observada no grupo biovidro associado ao 

fármaco teriparatida 10% (BGT), porem não diferiu do grupo BG (p>0,05) e  houve 

diferença estatística entre o este grupo e o grupo controle (fundo da placa) (p<0,05).  

Quando o efeito interação foi analisado (materiais versus períodos), foi 

possível observar que nos grupos experimentais (BG e BGT) houve um aumento 

estatisticamente significativo no período de análise mais longo, diferindo dos demais 

grupos, em ambos os períodos (p<0,05). Enquanto os grupos controles não 

apresentaram diferenças estatísticas significantes (p<0,05) entre os períodos 

analisados. Os resultados estão representados na figura 13. 

 

 

Figura 13- Teste ANOVA-dois fatores para os dados de proteína total, tendo como 

variáveis os grupos analisados e os períodos. Valores de média e desvio padrão (±) 

do conteúdo de proteína total estão representados no gráfico 

 

 

Legenda: letras distintas indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 
4.2.4 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Nos mesmos lisados da análise do conteúdo de proteína total, foi mensurada 

a ALP. No período de 3 dias, a atividade de fosfatase alcalina foi maior no grupo 
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controle, mas sem apresentar diferença estatística dos demais grupos (p>0,05). 

Verificou-se que no período de 7 dias os grupos experimentais e o grupo controle, 

também não diferiram estatisticamente (p>0,05). Entre os períodos avaliados, não 

houve diferenças estatisticamente significantes entre nenhum grupo (p>0,05). 

Entretanto, foi possível observar uma diminuição da atividade de fosfatase alcalina 

no grupo controle e um aumento nos grupos experimentais quando comparados os 

períodos de 3 dias e 7 dias. Os resultados estão apresentados na figura 14. 

 

 

Figura 14- Teste ANOVA- dois fatores para os dados da atividade de fosfatase 

alcalina, tendo como variáveis os grupos analisados e os períodos.Valores de média 

e desvio padrão (±) da atividade de fosfatase alcalina estão representados no gráfico 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2.5 Formação e quantificação de cálcio nos nódulos de mineralização 

 

 

Após 12 dias de cultivo celular foi observada a formação de nódulos de 

mineralização nos grupos experimentais e controle. A figura 15 representa os 

nódulos formados nos poços dos grupos experimentais e do controle. 
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Figura 15- Representação da formação de nódulos de mineralização 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Após a quantificação, observou-se maior quantidade de cálcio presente nos 

nódulos do grupo biovidro (BG), diferindo estatisticamente dos demais grupos 

(p<0,05). Os grupos controle e BGT não diferiram entre si (p>0,05). Os resultados 

estão apresentados na figura 16. 
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Figura 16- Teste 1-fator ANOVA  para os dados da quantificação de cálcio presente  

nos nódulos de mineralização, tendo como variável os grupos analisados. Valores 

de média e desvio padrão (±) da quantificação no período de 12 dias estão 

representados no gráfico 

 

 

Legenda: letras distintas indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.3 Análise in vivo 

 

 

4.3.1 Citologia Esfoliativa 

 

 

Nos esfregaços vaginais realizados foi possível observar que todas as ratas 

ovariectomizadas permaneceram em fase diestro. Nesta fase, observou-se 

esfregaço praticamente constituído apenas por leucócitos, que são células pequenas 

e arredondas e a presença de poucas células epiteliais (Figura 17a, c, e, g). Por 

outro lado, as ratas do grupo Sham apresentaram os quatros estágios regulares do 

ciclo estral (diestro, proestro, estro e maestro) e no esfregaço vaginal deste grupo 

houve presença de células corneficadas anucleares (Figura 17b, d, f, h). 
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Figura 17- Fotomicrografias dos esfragaços vaginais dos grupos Sham e OVX 

 

 

Legenda:Esfregaços vaginais dos grupos Sham e OVX : Nos aumentos originais de 5x, 10x, 20x e 
40x respectivamente nos grupos OVX (a,c,e,g) e Sham (b,d,f,h). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3.2 Análise histológica 

 

 

No período pós-operatório de 2 semanas não foi observada nenhuma 

evidência de inflamação ou infecção nos sítios cirúrgicos. Microscopicamente, as 

peças avaliadas apresentavam secções longitudinais das calvárias das ratas onde 

foram inseridos os biomateriais (Figura 18). As extremidades dos sítios cirúrgicos 

apresentavam tecido ósseo neoformado exibindo osteócitos volumosos e tecido 

conjuntivo com a presença de células fusiformes (Figura 19).  

No período de 2 semanas observou-se sinais de remodelação do tecido 

ósseo com a proliferação de trabéculas ósseas a partir das extremidades das 

corticais ósseas pré-existentes, próxima a região onde o material foi posicionado. O 

osso neoformado apresentou-se imaturo, exibindo osteócitos volumosos dentro de 

lacunas amplas e osteoblastos, arranjados em fileiras contornando as trabéculas 

desorganizadas, ademais foi possível verificar ainda a presença do biomaterial nas 

áreas que continham tecido conjuntivo mais espesso (Figura 19). Nos grupos 

experimentais incorporados com o fármaco teriparatida (BGT) destaca-se na área do 

defeito ósseo, a presença de um de tecido conjuntivo mais espesso exibindo grande 

quantidade de vasos sanguíneos, enquanto nos demais grupos observou-se a 

presença de tecido conjuntivo frouxo (Figura 20). 
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Figura 18- Fotomicrografias em microscopia óptica referente ao período de 2 

semanas 

 

 
Legenda: Visão panorâmica do sítio do defeito crítico em secção longitudinal no aumento de 2.5x 
(HE) de todos os grupos  no período de 2 semanas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Nos cortes histológicos, os grupos apresentaram neoformação óssea 

apenas na extremidade do defeito crítico, sendo possível identificar nitidamente o 

limite entre o tecido ósseo neoformado e a cortical óssea pré-existente (Figura 19). 

Além disso, o tecido ósseo ficou bem evidente devido a imaturidade e disposição 

das fibras nesse período mais curto. 
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Legenda: Corte histológico no aumento original de 10x (HE) do grupo BGO2.(*) na área neoformada. 
(      ) na delimitação do defeito crítico.(     ) na área do defeito com presença do biomaterial. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 19- Fotomicrografia do corte histológico na área do defeito, aumento original 

de 10x no período de 2 semanas 
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Figura 20- Fotomicrografia do corte histológico na área do limite do defeito em todos 

os grupos, no aumento original de 5x no período de 2 semanas 

 

 

Legenda: Corte histológico no aumento original de 5x (HE) de todos os grupos(  ) tecido conjuntivo 
demonstrando a presença de um tecido  mais espesso nos grupos com a presença do fármaco. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

No período de 6 semanas, foi possível notar que ainda não houve o 

fechamento do defeito com tecido ósseo em nenhum grupo avaliado, coágulo e 

experimentais. Além disso observou-se que a maior parte do biomaterial já havia 

sido reabsorvido, e verificou-se a presença de osso neformado nas áreas do coto do 

defeito (Figura 21). Nessas áreas, ocorreu a presença de tecido ósseo mais maduro, 

com canais de Havers evidente e lamelas que continham lacunas de osteócitos, 

também dispostas em anéis concêntricos (Figura 22). Foi possível observar a 

presença de osso compacto junto ao biomaterial residual (Figura 23). O tecido 

conjuntivo apresenta-se mais denso e observa-se grande quantidade fibras 

colágenas mais espessas próximas a região da extremidade do defeito. Nas áreas 

centrais do defeito observou-se a presença de tecido conjuntivo com fibras 

colágenas delgadas e dispersas com pouca presença de células. 
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Figura 21- Fotomicrografias em microscopia óptica referente ao período de 6 

semanas 

 

 

Legenda: Visão panorâmica do sítio do defeito crítico em secção longitudinal no aumento original de 
2.5x (HE) de todos os grupos no período de 6 semanas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 22- Fotomicrografia do corte histológico na área do defeito,  aumento original 

de 10x no período de 6 semanas 

 

 

Legenda: Corte histológico no aumento original de 10x (HE) do grupo BGTO6. Observa-se a 
presença de osso compacto com matriz extracelular mineralizada e a presença de vasos 
sanguíneos.(     ) indicando lacuna com osteócito. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

 
 

Figura 23- Fotomicrografia do corte histológico na área do defeito, aumento original 

de 20x no período de 6 semanas 

 

 
Legenda: Corte histológico no aumento original de 20x (HE) do grupo BGO6.(     ): Tecido ósseo 
neoformado próximo ao biomaterial. Ao redor, observa-se a presença de tecido conjuntivo com fibras 
colégenas espessas e dispersas em direções variadas (    ). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.3 Análise histomorfométrica 

 

 

Baseado nos dados da estatística descritiva (Tabela 4 e 5), quando se 

considera a influência dos materiais de preenchimento do defeito crítico e os 

períodos, foi realizado o teste de variância ANOVA- dois fatores seguido do teste de 

comparação múltipla de Tukey (n=5). Os resultados comparando os valores 

mensurados da área neoformada entre os grupos e períodos analisados estão 

representados na figura 24.  
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Em cada período quando se comparou os grupos controles e experimentais 

observou-se que tanto no período de 2 semanas quanto no de 6 semanas não 

houve diferença estatisticamente significante (p<0,05). Entretanto, ao se comparar 

os períodos analisados observou-se diferença estatística significante (p<0,05) entre 

os grupos BGS2, BGTS2, BGTO2, BGO2  que diferiram de CS6 e BGTO6; os quais 

não diferiram entre si (p>0,05). Foi observado aumento no valor da área neoformada 

no grupo BGTO6 quando comparado aos grupos experimentais no período de 2 

semanas. 

 

 

Tabela 4- Estatística descritiva dos valores referentes a área neoformada por grupos 

no período de 2 semanas 

 

Tratamento N Média 
Desvio 
Padrão 

Valor 
mínimo Mediana 

Valor 
máximo 

CS2 5 19175 8184 10903 18158 32416 
CO2 5 19055 6651 7246 22262 22840 

BGS2 5 11694 7807 3308 12165 21377 
BGTS2 5 6976 2206 4745 6956 10237 
BGO2 5 4381 2951 1651 4275 8897 

BGTO2 5 4811 3013 219,2 5178 8554 
Legenda: N= número de amostras 
Fonte:Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 5- Estística descritiva dos valores referentes a área neoformada por grupos 

no período de 6 semanas 

 

Tratamento N Média 
Desvio 
Padrão 

Valor 
mínimo Mediana 

Valor 
máximo 

CS6 5 28845 5005 24384 28845 37163 
CO6 5 19177 10800 11525 19177 37771 

BGS6 5 18779 8174 9954 18779 30481 
BGTS6 5 19918 7965 10330 19918 32251 
BGO6 5 21616 13931 10133 21616 39899 

BGTO6 5 35834 14985 20494 35834 56607 
Legenda: N= número de amostras 
Fonte:Elaborado pelo autor. 
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Figura 24- Teste ANOVA dois fatores para os dados de neoformação óssea, tendo 

como variáveis os grupos analisados e o períodos. Valores de média e desvio 

padrão (±) da neoformação óssea de todos os grupos estão representados no 

gráfico 

 

 

Lengada: letras distintas indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.4 Análise imuno-histoquímica 

 

 

O resultado da imuno-histoquímica foi baseado na avaliação de dois 

anticorpos RANKL e osteocalcina (OC). Para ambos os biomarcadores foram 

realizadas avaliações nas bordas dos defeitos em ambos os períodos (n=3). 

Em todos os grupos analisados foram observadas imunomarcações de 

osteocalcina junto à matriz óssea mineralizada (Figura 25), sendo mais evidente no 

período tardio (6 semanas) da neoformação óssea (Figura 26). Na análise qualitativa 

foi possível observar que a osteocalcina (OC) foi considerada superpositiva nos 

grupos CS e positiva no grupo CO no período de 2 semanas, sendo observada 

marcação nas trabéculas ósseas neoformadas, osteócitos e na matriz extracelular. 
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Enquanto, os grupos experimentais expressaram marcação para osteocalcina (OC) 

positiva e por vezes negativa. O padrão de marcação da osteocalcina indicou que o 

tecido ósseo no período de 2 semanas nos grupos BGO, BGTO, BGS e BGTS era 

imaturo quando comparados os grupos CS e CO. No período de 6 semanas, 

observou-se que os grupos CS e CO apresentaram marcação superpositiva para as 

células osteoblásticas e osteócitos na matriz. Assim como os grupos experimentais 

que apresentaram-se superpositivos e positivos, apresentando áreas da matriz 

extracelular expressando osteocalcina, assim como osteoblastos e osteócitos. 

 Os valores médios de células imunomarcadas convertidos em porcentagem 

para a osteocalcina demonstraram que no período de 2 semanas não houve 

diferença estatística significante (p>0,05). Observou-se ainda que neste período os 

grupos coágulos Sham e OVX apresentaram os maiores valores médios, os quais 

exibiram pouca elevação no período de 6 semanas quando comparados aos demais 

grupos. Já nos grupos experimentais, com exceção do grupo BGO, verificou-se 

aumento no número de células imunomarcadas por osteocalcina no período de 6 

semanas quando comparados ao valores médios do período de 2 semanas, mas 

sem apresentar diferenças estatatísticas (p>0,05). Ressalta-se que a presença do 

fármaco nos animais ovariectomizados em 6 semanas (BGTO6) promoveu aumento 

na quantidade de células imunomarcadas para OC, tonando-o semelhante ao 

valores médio obtido no grupo BGTS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

 
 

Figura 25- Teste ANOVA dois fatores para o biomarcador osteocalcina, tendo como 

variáveis os grupos analisados e o períodos. Valores de média e desvio padrão (±) 

de todos os grupos estão representados no gráfico 

 

 

Legenda:Imunomarcação para OC: Gráfico demonstrando os valores em porcentagem da média e 
desvio padrão referente ao padrão de imunomarcação para o biomarcador OC no período de 2 
semanas e 6 semanas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 26-Fotomicrografias dos cortes histológicos com marcações positivas para o 

anticorpo policlonal osteocalcina (OC) referente a todos os grupos analisados 

 

 

 
Legenda: Imunomarcação de Osteocalcina para os grupos a) no período de 2 semanas b) no período 
de 6 semanas pela análise imuno-histoquímica (Imunomarcações indicadas pelas setas). Aumento 
original de 40x. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Na análise qualitativa, no período de 2 semanas foi observada a 

imunomarcação no núcleo de osteócitos recém aprisionados na matriz óssea 

neoformada, em osteoblastos na periferia do osso neoformado e em fibroblastos 

presentes no tecido conjuntivo. Foi possível observar que a imunomarcação de 

células para RANKL foi considerada superpositiva nos grupos CO, BGS e BGTS no 

período de 2 semanas. Enquanto os grupos CS, BGTO e BGO apresentaram 

marcações menos evidentes. Observou-se nesses grupos houve uma redução de 

células imunomarcadas no tecido conjuntivo. No período de 6 semanas, pode-se 

observar a presença de tecido ósseo mais maduro, com lacunas menores de 

osteócitos apresentando imunomarcação em osteoblastos presentes na rima 

osteoblástica do osso neoformado, assim como em algumas células do tecido 

conjuntivo para todos os grupos, apresentando para todos os grupos experimentais 

e grupo CO imunomarcação positiva na escala para RANKL. Já o grupo CS no 

período de 6 semanas apresentou imunomarcação hiperpositiva para RANKL, 

porém sendo observado marcações mais evidentes no tecido conjuntivo e pouca 

marcação em osteócitos e osteoblastos presentes na matriz e na periferia do osso 

neoformado, respectivamente.O resultado da análise semi-quantitativa do 

biomarcador RANKL evidenciou que os grupos experimentais CO, BGS e BGTS 

apresentaram maiores valores médios de células imunomarcadas em porcentagem 

no período de 2 semanas. Assim como o coágulo OVX que apresentou valor médio 

elevado no período mais curto de análise, entretanto sem apresentar diferença 

estatisticamente significantes (p>0,05) com os demais grupos. No período de 6 

semanas, novamente, não observou-se diferença estatística significante entre os 

grupos (p>0,05), porém grupo CS apresentou o maior valor médio de células 

imunomarcadas, enquanto os demais grupos apresentaram diminuição do número 

de células marcadas para RANKL nesse período (Figura 27) (Figura 28). 
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Figura 27- Teste ANOVA dois fatores para o biomarcador RANKL, tendo como 

variáveis os grupos analisados e o períodos. Valores de média e desvio padrão (±) 

de todos os grupos estão representados no gráfico 

 

 

Legenda:Imunomarcação para RANKL: Gráfico demonstrando os valores em porcentagem da média 
e desvio padrão referente ao padrão de imunomarcação para o biomarcador RANKL no período de 2 
semanas e 6 semanas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 28- Fotomicrografias dos cortes histológicos com marcações positivas para o 

anticorpo policlonal RANKL referente a todos os grupos analisados 

 

 

 
Legenda: Imunomarcação de RANK-L para os grupos a) no período de 2 semanas  b) no período de 
6 semanas pela análise imuno-histoquímica. Aumento original de 40x. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A demanda por biomateriais que apresentem adequadas propriedades com 

relação ao tecido ósseo e que possam influenciar positivamente a regeneração 

deste, melhorando as propriedades biomecânicas e acelerando o processo de 

osteogênese tem sido cada vez maior. Isso se deve ao aumento da expectativa de 

vida na população mundial, bem como aos agravos de saúde relacionados a 

população senil. Os reparos ósseos podem sofrer a interferência de doenças 

crônicas associadas, o que dificulta a regeneração do tecido em diversas situações 

(Di Munno, Ferro, 2018; Zerbini et al., 2017). Uma das doenças pós-menopausa de 

maior prevalência no mundo é a osteoporose, sendo considerada um problema de 

saúde pública. Em grande parte, esta doença ocorre devido a deficiência de 

estrógeno (Raisz, 2005) acarretando um aumento na perda óssea (Li, Wang, 2018).   

Um dos desafios mais importantes para o tratamento de lesões decorrentes 

da osteoporose é a baixa disponibilidade de fármacos com ação local, devido a isso 

os avanços recentes estimulam a combinação de biomateriais e drogas como uma 

estratégia para liberação dos fármacos localmente (Lisboa-Filho et al., 2018; Pilar et 

al., 2010). De acordo com Kyllonen et al. (2014) para a liberação e transporte da 

droga ativa pode-se usar partículas de tamanhos variados, sendo, portanto, a droga 

embutida, absorvida ou associada nessas partículas e assim ficando protegida da 

degradação do meio até a sua liberação. Em uma recente pesquisa de Mosqueira et 

al. (2020) os autores concluíram que a eficiência do carregamento do agente 

terapêutico Icariin em esferas de biovidro incorporado com íons estrôncio (Sr), bem 

como as taxas de liberação da medicação foram influenciadas principalmente pelo 

tamanho dos poros das partículas do biovidro, melhorando assim o potencial 

osteogênico das células mesenquimais da medula óssea obtidas de ratas com 

osteoporose. 

Os biovidros são biomateriais interessantes para utilização em reparos 

ósseos, uma vez que são capazes de estimular a osteogênese e a angiogênese 

(Baino et al., 2018; Hoppe et al., 2001; Gorustovich et al., 2009), melhorar a adesão, 

proliferação, diferenciação de células tronco-mesenquimais em células 

osteoprogenitoras e aumentar a taxa de mineralização (Xynos et al., 2000). Além 
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disso, o biovidro tem como principal vantagem a capacidade de ligar-se ao tecido 

ósseo devido a formação de uma camada interfacial de fosfato de cálcio (Anderson 

et al., 1990,1991; Hench, 2006). 

Como a compreensão da estrutura do biovidro está diretamente associada 

aos mecanismos de interação do material com o tecido, a investigação estrutural das 

partículas foi realizada por meio de diferentes testes de caracterização das 

amostras. Os resultados no MEV-FEG demonstraram alterações nas características 

físicas das partículas, nas quais os grupos funcionalizados apresentaram ângulos 

arredondados e tamanhos reduzidos em comparação a amostra de biovidro anterior 

ao processo de sonicação, sendo essas alterações resultantes do processo de 

funcionalização das amostras (Gomes-Ferreira et al., 2019). Enquanto, as análises 

de FTIR indicaram uma grande similaridade estrutural entre os grupos biovidro 45S5 

e BG (Lee et al., 2020), o grupo BGT apresentou-se diferente, uma vez que exibiu 

bandas do grupo amida (1660 cm-1), que é padrão da molécula do fármaco 

teriparatida (Bahari Javan et al., 2016) e diminuição na banda do grupo ligação não 

ponte de oxigênio (NBO). A formação da camada de hidroxicarbonato de apatatita 

(HCA) na superfície do biovidro quando em contato com fluídos corporais ou meio 

aquoso deve ocorrer com a diminuição na quantidade de ligações NBO, devido à 

hidrólise do biovidro, processo que acarreta a formação de uma rede de sílica na 

área topográfica do material. As bandas NBO são necessárias para a dissolução do 

biovidro que resultará na formação de camada de hidroxicarbonato de apatita (HCA) 

na superfície do biovidro. Com o alto valor do pH local devido a dissolução do 

material, ocorre uma quebra das ligações ponte de oxigênio (BO), que causam a 

quebra da rede de sílica, a partir disso os grupos silanol ficam expostos na superfície 

do material (Fiume et al., 2018), nesse momento no processo sonoquímico, ocorre a 

incorporação do fármaco teriparatida na superfície do biomaterial, a qual é 

comprovada pela presença de bandas dos grupos amida nesse grupo, que 

substituem em parte as ligações NBO presentes na superfície do biovidro, sendo 

indicadores da incorporação do fármaco aos grupos silanol do biovidro (Mosqueira et 

al., 2020). Ao analisar os resultados do EDS pôde-se verificar que todos os grupos  

apresentaram a presença de Ca e P nessas amostras sugerindo a formação das 

fases de fosfato de cálcio. As amostras que foram funcionalizadas com o fármaco 

teriparatida exibiram picos de sódio (Na) como elemento principal, o hidróxido de 
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sódio é utilizado na fabricação do fármaco Fórteo® para ajuste do pH (Fortéo® 

Colter Pen). Destaca-se ainda que partículas maiores tendem a formar áreas de 

heterogenicidade, podendo ocasionar falhas durante o processo de metalização 

para o EDS, que resultam em áreas com a ausência do metal ouro (Au), devido a 

esta característica das partículas do grupo biovidro 45S5 não foi observado o 

elemento químico ouro (Au) neste grupo. 

De acordo com Cai et al. (2006) a carga elétrica e a adsorção de proteínas 

estão intimamente associadas à compreensão dos mecanismos de interação 

biológica dos biomateriais com o tecido. A análise do potencial zeta neste presente 

estudo foi realizada com o objetivo de verificar as propriedades elétricas superficiais 

dos biomateriais. Quanto maior o valor do potencial Zeta em módulo, maior é a 

estabilidade das partículas no meio. Neste estudo, o biovidro 45S5 e os grupos 

funcionalizados exibiram superfícies com diferentes propriedades de carga 

superficial, sendo que os grupos funcionalizados apresentaram maiores quantidades 

de grupos funcionais quando comparados ao grupo biovidro 45S5. Esta  

característica é importante porque fornece uma superfície propícia para a adesão 

celular resultando em maior adsorção de proteínas (Cai et al., 2006; Lin et al., 2011). 

Ademais, para o desenvolvimento de um novo biomaterial a ser usado para 

regeneração tecidual deve-se garantir que ele não apresente potenciais efeitos 

tóxicos quando implantado no corpo e estimule a atividade e diferenciação celular. 

Neste presente estudo, foi utilizado o biovidro funcionalizado pela rota sonoquímica 

associado ou não ao fármaco teriparatida 10% para verificar o comportamento de 

osteoblastos quando em contato com amostras desses biomateriais, por meio de 

testes de citotoxicidade (MTT), conteúdo de proteínas totais, atividade de fosfatase 

alcalina, adesão celular e formação de nódulos de mineralização verificando a 

influência destes materiais nas células. 

Os testes de citotoxicidade testam os efeitos das amostras na viabilidade 

das células cultivadas, sendo um preditor dos potenciais efeitos tóxicos ou não dos 

biomateriais (Stoddart, 2011). Os resultados do teste de MTT mostraram que todas 

as amostras foram biocompatíveis apresentando valores acima de 70% para as 

células viáveis nos dois períodos analisados baseado nas diretrizes da organização 

de padrões internacionais ISO-10993-5. Neste presente estudo, no período mais 

longo de cultura celular os grupos experimentais exibiram médias mais atenuadas 
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de viabilidade celular, estando de acordo com o recente estudo de Westhauser et al. 

(2019) no qual os autores avaliaram o biovidro 45S5 associado a scaffolds em 

células mesenquimais (MSC) e observaram diminuição na viabilidade celular em 

períodos mais longos.  

Também foi possível observar que os grupos  BG e BGT apresentaram 

maiores valores médios do conteúdo de proteínas totais em ambos os períodos 

quando comparados com o grupo controle. Já na quantificação de fosfatase alcalina 

(ALP), não foi observada diferença estatística (p>0,05) intergrupo independente do 

período analisado. Baseado nestes resultados sugere-se que as células em contato 

com os materiais experimentais sintetizam diversas proteínas que compõem a matriz 

extracelular e não apenas a enzima fosfatase alcalina (ALP). Apesar da mensuração 

da ALP ser importante em estudos com células osteogênicas, já que é um dos 

marcadores mais confiáveis para diferenciação osteogênica (Reible et al., 2017). 

Tsigkou et al. (2009) demonstraram in vitro que as células-tronco-embrionárias de 

linhagem osteoblástica produzem e maturaram diversas proteínas importantes para 

a formação da matriz, como as proteínas extracelulares: fosfatase alcalina (ALP), 

sialoproteínas, colagenase I, osteopontina e osteocalcina, após a sua diferenciação 

celular. 

A confirmação da diferenciação das células mesenquimais (MSCs) em 

células osteoblásticas nas amostras dos grupos experimentais e no grupo controle 

foi realizada por meio da quantificação de cálcio nos nódulos mineralizados, 

utilizando o corante vermelho de Alizarina S devido sua afinidade por áreas ricas em 

cálcio. Neste teste foi avaliado se houve ou não aceleração no processo de 

produção e calcificação da matriz celular, além de confirmada a diferenciação das 

células tronco-mesenquimais em osteoblastos, devido à produção de matriz 

mineralizada (Reible et al., 2017, 2018). No presente estudo o grupo BG apresentou 

maiores valores médios, diferindo estatisticamente dos demais grupos (p<0,05). Este 

resultado corrobora com o estudo de Rodrigues et al. (2019) no qual houve 

confirmação de que as células MSCs, na presença de Biovidro 45S5®, se 

diferenciaram em células osteoblásticas e produziram nódulos mineralizados. 

Também foi possível observar que grupo BGT apresentou menores valores médios 

na quantificação da formação dos nódulos de mineralização quando comparado ao 

grupo BG. A partir desse resultado pôde-se sugerir que devido a atuação do fármaco 
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teriparatida, um análogo do paratohormônio, envolver receptores celulares 

específicos em osteoblastos (Blick et al., 2008), a reprodução de estudos apenas in 

vitro foi dificultada (Roggia et al., 2001; Weitzmann, 2006).  

Com o objetivo de investigar a capacidade de reparo do defeito crítico em 

calvária preenchido com biovidro 45S5 funcionalizado com teriparatida 10%, 

considerando que o biomaterial possa atuar positivamente na reparação óssea em 

condições de lesão óssea osteoporótica, para a análise in vivo foi realizado o 

procedimento de ovariectomia visando a supressão do hormônio estrógeno nestes 

animais. Esta metodologia já está estabelecida e resulta no aumento da perda óssea 

(Tao et al., 2017; Livizuto et al., 2010a; Weitzmann et al., 2002). Este resultado é 

devido à produção de citocinas inflamatórias, como fator de necrose tumoral alfa 

(TNF- α) de células T e a produção de citocinas pró-osteoclásticas que induzem ao 

desacoplamento da formação óssea frente à reabsorção, isto é, a formação do osso 

não acompanha o ritmo abundante da reabsorção do mesmo (Weitzmann et al., 

2002; Weitzman, Pacifi, 2005). Em estudos in vivo, o sucesso da ovariectomia pode 

ser confirmado por alterações no ciclo estral do animal (Hao et al., 2016), utilizando-

se a citologia esfoliativa como método de detecção na alteração da morfologia 

celular durante esse ciclo no animal ovariectomizado (Lizuvito et al., 2010a; 

Ramalho-Ferreira et al., 2016). Neste presente estudo, o ciclo estral foi avaliado e foi 

possível observar nos esfregaços vaginais realizados que todas as ratas 

ovariectomizadas permaneceram em fase diestro, confirmando a alteração 

hormonal. De acordo com Luvizuto et al. (2010a) a permanência do animal nessa 

fase caracteriza a presença de um estado hormonal compatível com 

hipoestrogenismo. O modelo de rata ovariectomizada é um modelo de perda óssea 

induzida, que ocorre precocemente nessas condições, sendo assim este modelo de 

ratas castradas induz um quadro osteopênico (Kalu, 1991). A calvária foi o local de 

eleição para a confecção do defeito crítico, devido à possibilidade de implantação e 

retenção de biomateriais em pó, sem o uso de fixadores adicionais (Egerman et al., 

2005; Spicer et al., 2012). 

 Na análise histológica descritiva no período de 2 semanas não foi 

observado o fechamento do defeito crítico em nenhum grupo, também foi possível 

observar a presença de poucas células inflamatórias e nos animais que receberam o 

grupo BGT observou-se grande quantidade de tecido de granulação, sugerindo que 
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os produtos de dissolução do biovidro e a influência de teriparatida no defeito crítico 

foram capazes de aumentar o recrutamento celular. Contudo, para um material se 

tornar promissor para ser indicado para a regeneração de tecido espera-se que após 

esse recrutamento ocorra uma degradação gradual do biomaterial com a 

substituição pelo tecido de origem (Huebsch, Mooney, 2009). Nos cortes histológicos 

obtidos observou-se também a presença do biomaterial principalmente nas áreas de 

extremidade do defeito. Além disso, no período de 2 semanas, a presença de tecido 

ósseo neoformado também ocorreu principalmente nas regiões do coto do defeito, 

observando grande quantidade de vasos sanguíneos e fibroblastos jovens nos 

grupos experimentais. Estes resultados estão de acordo com o estudo prévio de Day 

et al. (2004) no qual os autores relataram que o 45S5 Bioglass® promoveu aumento 

da secreção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) in vitro e aumento 

da vascularização in vivo, sugerindo que scaffolds contendo Bioglass® podem 

estimular a neovascularização, gerando efeitos benéficos para grandes construções 

de engenharia de tecidos. No período de 6 semanas, nos cortes histológicos foi 

possível observar que grande parte do biomaterial já havia sido reabsorvido. 

Entretanto, o defeito crítico não havia regenerado por completo e as áreas de 

neoformação permaneceram evidentes nas extremidades dos defeitos em todos os 

grupos. Esse resultado é semelhante ao relatado no estudo de Auersvald et al. 

(2017) no qual foram realizados defeitos críticos em calvária de ratos, utilizando 

como biomaterial de preenchimento esponjas de colágeno embebidas com 20 µm de 

teriparatida para a avaliação da atuação local do fármaco por meio de análises de 

microtomografia computadorizada, histologia e histomorfometria, avaliando dois 

períodos de eutanásia, de 15 e 60 dias. Em ambos os períodos, os autores 

relataram que o osso neoformado ficou restrito aos limites do defeito, não 

apresentando fechamento do mesmo. 

Na análise histomorfométrica intergrupo no período de 2 semanas, os 

grupos não diferiram estatisticamente (p>0,05). Contudo, ressalta-se que o grupo 

BGTO e BGTS apresentaram valores médios mais elevados quando comparados 

aos grupos BGO e BGS, embora sem diferença estatística (p>0,05). Estudos 

demonstraram que o uso local da teriparatida de forma intermitente e subcutânea, 

resultou no aumento da quantidade de tecido ósseo neoformado (Kubota et al., 

2018b; Gomes-Ferreira et al., 2020). Ozer et al. (2019) também abordaram o uso 
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local de teriparatida com xenoenxertos em coelhos nos períodos de 4 e 8 semanas, 

Os autores verificaram que em ambos períodos, o grupo com a presença do fármaco 

apresentou maiores valores médios de neoformação óssea, porém, sendo maior no 

período de 8 semanas. No período de 4 semanas na área do defeito observava-se 

material com o fármaco e regiões de interconectividade das trabéculas ósseas 

principalmente nas bordas do defeito, sendo o tecido conjuntivo frouxamente 

colagenizado, semelhante ao que foi observado em nosso estudo. É de inferir que o 

osso calvarial apresenta um processo de cicatrização mais lento quando comparado 

ao osso esponjoso, isso se deve ao fato de que a calvária apresenta menor 

suprimento sanguíneo e menor quantidade de osso medular (Kadiroğlu et al., 2019). 

No presente estudo, no período de eutanásia de 2 semanas  também sugere-se que 

devido ao alto peso molecular do fármaco teriparatida ocorreu um atrasou em sua 

liberação total e isso pode ter prejudicado a farmacocinética. (Kyllönen et al., 2014; 

Malik et al., 2007). Na análise histomorfométrica intergrupo no período de 6 

semanas, a área neoformada foi maior no grupo BGTO6, mas não diferiu 

estatisticamente dos demais grupos do mesmo período (p>0,05). Quando foi 

realizada a comparação intergrupo nos períodos de 2 semanas e 6 semanas, 

observou-se que o grupo BGTO6 diferiu estatisticamente de todos os grupos 

experimentais no período de 2 semanas (p<0,05), apresentando um aumento 

significativo na formação óssea na área do defeito, confirmando assim que os ossos 

de calvária osteoporóticos são altamente responsivos metabolicamente ao 

tratamento com teriparatida (Moore et al., 2010). Diante disso, é possível sugerir que 

ao avaliar a neoformação do tecido em períodos mais longos é possível observar a 

liberação total do fármaco e maior tempo de atuação deste no local do reparo. Essa 

liberação lenta e intermitente que ocorre devido a funcionalização do fármaco no 

biovidro é interessante, uma vez que estudos prévios demonstraram que doses 

intermitentes são eficazes para a função anabólica do fármaco (Gomes Ferreira et 

al., 2020; Ohata et al., 2015; Aleksyniene et al., 2009).  

Para investigar a participação de citocinas e proteínas no processo de 

reparo ósseo foram realizadas as análises imuno-histoquímicas de RANKL e 

osteocalcina (OC). Vale ressaltar que a interação de RANKL com RANK em células 

precursoras de osteoclastos aumenta o recrutamento e ativação de dessas células 

(Zhou et al., 2013), sendo o RANKL promotor da diferenciação de precursores de 
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osteoclastos em osteoclastos multinucleados (D’Amelio, 2013). Essa avaliação foi 

realizada devido aos efeitos da deficiência do estrógeno no metabolismo do osso, 

que além de envolverem o estímulo e repressão de genes, como interleucina 7 (IL-

7), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF- α) e  fator de 

crescimento de colônias de macrófagos (M-CSF) (Almeida et al., 2017; Tyagi et al., 

2012; Weitzmann,  2006, 2017),  também implica no aumento significativo de fator 

de necrose tumoral (TNF) na medula óssea (Cenci et al., 2000). O TNF aumenta a 

reabsorção óssea induzida por RANKL, acarretando consequentemente no aumento 

da perda óssea (Weitzmann, Pacifici, 2006). O biomarcador anti-RANKL reconhece 

a forma solúvel e a forma transmembrana não clivada da molécula de RANKL, 

portanto houve a marcação de células de revestimento do tecido ósseo, de 

osteoblastos e osteócitos positivos para RANKL (Abcam). Os resultados deste 

trabalho indicam que as células presentes nos defeitos ósseos calvariais de todos os 

grupos foram positivas para RANKL, sendo que o grupo CO2 apresentou valores 

médios maiores que o grupo CS2. Isso era esperado uma vez que ossos 

osteoporóticos sofrem maior reabsorção óssea quando comparados a ossos de 

animais normais (Aldini et al., 2002; Puttini et al., 2018; Weng et al., 2018 ). No 

período de 6 semanas observou-se que todos os grupos apresentaram diminuição 

dos valores médios da porcentagem de células marcadas por RANKL em 

comparação ao período de 2 semanas, com exceção do grupo CS6, isso pode estar 

relacionado com o fato de que a expressão de marcadores ósseos pode não ser 

alterada pela deficiência de estrógeno, apresentando interferência apenas do 

biomaterial avaliado (Tera et al., 2014).   

A imunoexpressão de osteocalcina (OC) foi em geral mais evidente no 

período mais tardio (6 semanas) de neoformação óssea em todos os grupos. A OC é 

uma proteína não colágena que participa da maturação da parte mineral do osso e 

estabelece um estudo de maturidade das células osteoblásticas, sendo um 

marcador dos estágios tardios da diferenciação dos osteoblastos (Boskey, 1998; 

Hauschka et al., 1983; Tsigkou et al., 2009). Esse resultado está de acordo com o 

estudo recente de Oliveira et al. (2018) que apresentou resultados semelhantes com 

imunomarcação mais evidente em períodos mais tardios da reparação tecidual 

óssea. A atuação do fármaco na resposta celular nos grupos OVX foi favorável, pois 

no período de 6 semanas observou-se semelhança nos valores médios de 
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porcentagem de células imunomarcadas para OC no grupo BGTO quando 

comparado ao grupo com o mesmo biomaterial no grupo Sham (BGTS), 

considerando que o grupo OVX apresenta deficiência no reparo ósseo, houve um 

aumento na marcação de células relacionadas a mineralização da matriz quando 

comparado o grupo BGTO6 aos grupos CO6 e BGO6, evidenciando que o 

tratamento com o fármaco foi capaz de aumentar a secreção dessa proteína não-

colágena pelos osteoblastos melhorando assim a atividade osteogênica. Embora, 

resultados favoráveis para os grupos BGT foram observados tanto nos grupos Sham 

quanto ovariectomizados, o grupo Sham apresentou resultados médios maiores em 

todos os grupos quando comparados ao grupo OVX. Esse resultado pode ser 

comparável ao observado no estudo de Luvizuto et al. (2010b) no qual a avaliação 

do reparo ósseo em alvéolo de ratas ovariectomizadas apresentaram valores médios 

inferiores aos observados no grupo Sham mesmo nos animais tratados com 

raloxifeno e estrogênio. Outro aspecto importante foi a correlação com os resultados 

das análises histomorfométricas e histológicas, que sugeriram maior neoformação 

óssea nos grupos experimentais contendo o fármaco nos animais ovariectomizados, 

isso é confirmado pelo aumento de marcação de OC nesse grupo no período de 6 

semanas ao compará-lo ao período de 2 semanas. 

Em suma, em nosso estudo, os resultados dos testes in vitro reiteram que os 

grupos experimentais foram favoráveis para a diferenciação de células 

indiferenciadas de ratas ovarietomizadas em células osteogênicas. Ademais, no 

estudo in vivo, sugere-se, que tempos mais longos de avaliação são necessários 

para a verificação da formação de um tecido ósseo mais maduro e que apesar disso, 

o biomaterial apresentou-se como um material promissor na utilização em reparo 

ósseo de animais ovariectomizados.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados obtidos e dentro das condições experimentais desta 

pesquisa pôde-se concluir que biovidros funcionalizados com o fármaco teriparatida 

10% exercem influência positiva sobre o comportamento celular in vitro e 

neoformação óssea in vivo. Adicionalmente, este estudo contribuiu para o 

conhecimento das interações de osteoblastos com as superfícies dos biovidros 

funcionalizados contribuindo assim para maior segurança na utilização dos biovidros 

associados a fármacos na área da saúde.  

Embora esses resultados iniciais sejam promissores, mais estudos são 

necessários para avaliar a eficácia da teriparatida associado a esses biomateriais 

em novas estratégias de regeneração, com o intuito de fornecer informações 

adicionais sobre os mecanismos necessários para avaliar o desempenho biológico 

de ação sinérgica entre os biovidros e liberação do fármaco teriparatida.  
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