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RESUMO

RUFATO, Fernanda Cristina Toloi. Efeito da fotobiomodulacdo associada a
membrana texturizada poli(vinilideno-trifluoretileno)/titanato de bario no reparo de
defeitos 6sseos em calvarias de ratas ovariectomizadas. 2021. 99p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2021.

Com o crescente envelhecimento populacional também é progressiva a presenca de
doencas cronicas, dentre elas a osteoporose, doenca sistémica e gradual caracterizada pela
diminuicdo da quantidade 6ssea e deterioracdo do trabeculado 6sseo, que pode trazer fragilidade
6ssea e 0 aumento do risco de fraturas. Assim como os demais 0ssos do corpo humano, a maxila
e a mandibula sdo afetadas pela osteoporose. Diferentes metodologias no campo da
Odontologia sdo utilizadas em busca do reparo 6sseo diante da osteoporose, que pode predispor
a doencas periodontais, acelerando a perda d¢ssea alveolar. A fotobiomodulagédo com laser em
baixa intensidade é uma técnica utilizada em busca da neoformacgéo dssea. Outra metodologia
é a regeneracao tecidual guiada. Experimentos in vitro e in vivo tem demonstrado resultados
favoraveis quando utilizada a membrana P(VDF-TrFE)/BT, resultante do polimero de
poli(vinilideno-trifluoretileno) associado a ceramica de titanato de bario. O objetivo deste
estudo foi avaliar in vivo a resposta do tecido 0sseo a laserterapia de baixa intensidade quando
associada a membrana texturizada P(VDF-TrFE)/BT, em defeitos sseos em calvarias de ratas
ovariectomizadas bilateralmente. Ratas Wistar Hannover (300g) foram submetidas a simulagéo
de cirurgia de ovariectomia bilateral (Grupo Sham; n=5) e a cirurgia de ovariectomia bilateral
(n=35). Defeitos 6sseos (5 mm) foram confeccionados em calvaria apds 90 dias da cirurgia de
ovariectomia. Os animais submetidos a excisdao dos ovarios foram divididos, aleatoriamente, de
acordo com o0 uso ou ndao de membranas e com relacdo a aplicacdo de laser: Grupo OVX (sem
membrana e sem aplicacdo de laser; n=5; Grupo OVX+P(VDF) n=10; Grupo
OVX+P(VDF)+L; n=10 e Grupo OVX+PTFE (politetrafluoretileno; controle)+L; n=10. O laser
utilizado foi o diodo arseneto de galio-aluminio (AsGaAl), com comprimento de onda de780
nm e densidade de energia de 30J/cm? (12 sessdes). Ao final de 30 dias ap6s a confecgdo do
defeito dsseo foi feita a eutanasia para analise histologica, tomografica (micro-CT) e molecular
(deteccdo de marcadores osteoblasticos e osteoclasticos por meio de PCR em temporeal). Os
resultados quantitativos obtidos foram analisados por meio de testes estatisticos, comnivel de
significancia em 5%. Os parametros histologicos mostraram variavel formacao de tecido ésseo
na periferia do defeito de todos os grupos. Os resultados permitiram observar queo laser
utilizado com a membrana de titanato de bario ndo acarretou alteracbes significantes com
relacdo a expressdo dos marcadores e parametros morfométricos analisados. No entanto, a
membrana texturizada P(VDF-TrFE)/BT melhorou o reparo 6sseo, independentemente da
associacdo com a terapia de fotobiomodulacdo com maior densidade de conectividade quando
comparado ao grupo OVX+PTFE+L. O laser associado com a membrana de PTFE, atuou de
forma sinérgica, elevando a expressdo Runx2, fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina Gssea
(Bsp), osteocalcina (Bglap), osterix (Sp7) e ligante do receptor para a ativacdo do fator nuclear
kappa B (Rankl), mas o aumento ndo foi o suficiente para refletir de modo significante nos
parametros morfométricos. Concluiu-se que a densidade de energia de 30J/cm? aplicada por 12
sessOes ndo atuou de forma sinérgica com a membrana texturizada de titanato de bario e que
essa membrana se mostrou como uma opgao promissora para o reparo 6sseo na Odontologia.

Palavras-Chave: Regeneracdo Ossea. Osteoporose. Ovariectomia. Fotobiomodulagéo.
Polimero poli(vinilideno-trifluoroetileno).



ABSTRACT

RUFATO, Fernanda Cristina Toloi. Effect of photobiomodulation associated with a
textured poly (vinylidene-trifluorethylene) / barium titanate membrane on the repair of
bone defects in calvaria of ovariectomized rats. 2021. 99p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2021.

With the aging of the population, the presence of chronic diseases is also progressive,
including osteoporosis, a systemic and gradual disease characterized by decreased bone
quantity and deterioration of the trabecular bone, which can bring bone fragility and increase
the risk of fractures. Like other bones in the human body, the maxilla and mandible are affected
by osteoporosis. Different methodologies in the field of Dentistry are used in search of bone
repair in the face of osteoporosis, which can predispose to periodontal diseases, accelerating
alveolar bone loss. Photobiomodulation with low intensity laser is a technique used in search
of bone neoformation. Another methodology is guided tissue regeneration. In vitro and in vivo
experiments have favorable results when using a P(VDF-TrFE)/BT membrane, resulting from
the poly (vinylidene-trifluorethylene) polymer associated with barium titanate ceramics. The
aim of this study was to evaluate in vivo the response of bone tissue to low-level laser therapy
when associated with the textured membrane P(VDF-TrFE)/BT, in bone defects in calvaria of
ovariectomized rats bilaterally. Wistar Hannover rats (300g) were submitted to bilateral
ovariectomy surgery simulation (Sham Group; n = 5) and bilateral ovariectomy surgery (n=35).
Bone defects (5 mm) were made in calvaria 90 days after ovariectomy surgery. Animals
infected with ovarian excision were randomly divided according to the use or not of membranes
and with respect to laser application: Group OVX (without membrane and without laser
application; n=5; Group OVX + P(VDF) n=10; Group OVX + P(VDF) + L; n=10 and Group
OVX + PTFE (polytetrafluoroethylene; control) + L; n=10. The laser used was gallium-
aluminum arsenide diode (AsGaAl), with a wavelength of 780 nm and an energy density of
30J/cm2 (12 agreements). At the end of 30 days after the bone defect was made, euthanasia was
performed for histological, tomographic (micro-CT) and molecular analysis (detection of
osteoblastic and osteoclastic markers by means of real-time PCR). The quantitative results
obtained were analyzed using statistical tests, with a significance level of 5%. Histological
parameters showed variable bone tissue formation on the periphery of the defect in all groups.
The results allowed to observe that the laser used with the barium titanate membrane did not
cause significant alterations regarding the expression of the analyzed markers andmorphometric
parameters. However, the textured membrane P(VDF-TrFE)/BT improved bone repair,
regardless of the association with photobiomodulation therapy with higher connectivitydensity
when compared to the OVX + PTFE + L group. The laser associated with the PTFE membrane,
acted synergistically, raising the expression Runx2, alkaline phosphatase (Alp), bone
sialoprotein (Bsp), osteocalcin (Bglap), osterix (Sp7) and receptor ligand for the activationof the
nuclear factor kappa B (Rankl), but the increase was not enough to reflect significantly on the
morphometric parameters. It was concluded that the energy density of 30J/cm2 applied for 12
sessions did not act synergistically with the textured barium titanate membrane and thatthis
membrane proved to be a promising option for bone repair in Dentistry.

Keywords: Bone regeneration. Osteoporosis. Ovariectomy. Photobiomodulation. Poly
(vinylidene-trifluoroethylene) polymer.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é crescente e a presenca de fatores bioldgicos,
sociais e de modo de vida predizem a uma senescéncia ou senilidade ao longo da vida. A
projecdo de individuos idosos no mundo para 2030 é de 1,4 bilhdes, e a perspectiva para
2050 € de 2,1 bilhdes podendo esta projecdo continuar se elevando, chegando a uma
estimativa de 3,2 bilhdes de pessoas idosas para 0 ano de 2100 (CANEDO; LOPES;
LOURENCO, 2018).

De 29 milhdes de pessoas brasileiras, com idade entre 50 e 59 anos, 18 a 26
milhdes apresentam multimorbidade, sendo que, dois em trés individuos apresentam duas
doencas cronicas e um em dois individuos apresentam trés doencas crénicas, constatando
a importancia e o aumento da multimorbidade na populacéo idosa em nosso pais (NUNES
et al., 2018)

O cuidado no quesito de morbidades, promog¢do de salde e bem estar s@o
fundamentais para uma vida saudavel e plena. Assim, estudar as doencas crénicas € de
suma importancia para o entendimento dos fatores de riscos populacionais. Dentre as
doencas pré-existentes, a osteoporose possui grande relevancia e esta foi abordada nesta

pesquisa.

A osteoporose € uma doenca de carater sistémico e gradual caracterizada pela
diminuicdo da quantidade Ossea e deterioracdo de sua microestrutura trabecular,
promovendo fragilidade dssea e aumentando assim o risco de fraturas (COSMAN et al.,
2014; LORENTZON; CUMMINGS, 2015). A evolucdo dessa doenca é tardia e sem
sintomatologia, havendo um desequilibrio entre a atividade osteoblastica e osteoclastica,
sendo esta ultima predominante, promovendo assim a doenca (LANE et al., 2015;
HARVEY; COOPER, 2018).

O individuo com osteoporose possui maior tendéncia a perda 6ssea, com isso,
eleva-se o0 risco de fraturas que podem surgir diante do menor impacto e afetar
negativamente a qualidade de vida, pois reduz consideravelmente a agilidade para a
execucdo de tarefas diarias, podendo também abalar psicologicamente os individuos,
além de acarretar a presenca de sequelas graves e aumentar a mortalidade (HARVEY;
COOPER, 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Can%C3%AAdo%2BAC&cauthor_id=29717801
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As fraturas mais comumente observadas sdo as de quadril, vértebras, antebraco e
umero (HARVEY; COOPER, 2018).

Duzentos milhdes de pessoas no mundo séo afetadas pela osteoporose, sendo que
destas, dez milhdes sdo encontradas no Brasil, dado este extremamente preocupante tendo
em vista 0 aumento do envelhecimento populacional concomitante ao acréscimo da
prevaléncia de doencas cronicas associadas (RIGGS et al., 1995; BACCARO et al.,
2015).

A osteoporose causa aproximadamente 1,5 milhdes de fraturas ao ano. O nimero
de fraturas osteoporoticas no ano de 2010 foi estimado na marca dos nove milhGes em
mulheres acima de 50 anos (HAMDY et al., 2005) e estas tém sido associadas com
significantes aumentos no quadro de morbimortalidade e comprometimento da qualidade
de vida (ADACHI et al., 2001).

Outro aspecto de extrema importancia a ser considerado é em relacdo a
osteoporose poOs-menopausa, particularmente preocupante porque predispbe a uma
elevacdo do risco de fraturas, com impactos negativos subsequentes na saude em
mulheres mais idosas. Assim, nos ultimos anos, estudos tém sido realizados a fim de
elucidar a epidemiologia da osteoporose no Brasil, alem do gerenciamento dos custos

diretos e indiretos para o sistema de saude brasileiro (BACCARO et al., 2015).

As mulheres possuem um risco 2,5 vezes maior de adquirir a osteoporose,
principalmente apds a menopausa (ALMEIDA et al., 2007). Esse fato € referido devido
ao organismo feminino ficar sem a protecdo dos hormdnios estrogénicos, 0s quais
estimulam a formacdo de massa 6ssea. Desta maneira € possivel afirmar que uma em cada
trés mulheres com mais de 50 anos apresentara a doenca, enquanto que os homens da
mesma faixa etaria, serdo afetados pela osteoporose na proporcdo de um para cinco
(QUAYNOR et al., 2013).

Segundo Baccaro et al. (2015), a prevaléncia de osteoporose entre mulheres pos-
menopausicas no Brasil varia de 15% a 33%, sendo esta dependente da metodologia de
estudo, do uso de dados de densitometria 6ssea ou mesmo do autor e relato dos
participantes, e estima-se que fraturas causadas pelas osteoporoses podem aumentar 14%

em 2022 se ndo houver ampliacdo do acesso ao diagndstico e tratamento dessa doenca.
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No campo da Odontologia, a qualidade e quantidade de tecido ¢sseo sdo fatores
fundamentais para um procedimento restaurador adequado e de sucesso, seja para a
colocacédo de implantes ou mesmo para a confecgdo de préteses.

Sabe-se que a osteoporose pode diminuir o trabeculado dsseo da maxila e da
mandibula e pesquisas tém demonstrado que esta doenca possui associagdo com a doenga
periodontal (OTOMO-CORGEL, 2012; SINGH et al., 2014), comprovando uma maior
relacdo entre perda do 6rgdo dental e atrofia do processo alveolar e osteoporose
(DANIELL, 1983; GUR et al., 2003; YOSHIHARA et al., 2005; DROZDZOWSKA et
al., 2006; ERDOGAN et al., 2009; MOEDANO et al., 2011; VARGAS-SANCHEZ et
al., 2020).

Individuos que ndo possuem dentes, os chamados edéntulos, com osteoporose
apresentam maior reabsorcao do processo alveolar (DEVLIN; FERGUSON, 1991) e em
individuos com osteoporose e/ou osteopenia ocorre perda mais acentuada na altura da
crista alveolar (MOHAMMAD et al., 1996; TEZAL et al., 2000). Corroborando com
estes estudos, Kobayashi et al. (2012) demonstraram reducdo de tecido 6sseo alveolar
ap0s a ovariectomia e que a deficiéncia de horménios estrogénicos aumentou
significativamente a perda de o0sso alveolar na periodontite induzida por
lipopolissacarideos. Assim, estes autores sugerem gue a 0steoporose pos-menopausa pode
atuar como fator de risco para a patogénese da doenca periodontal com perda 6ssea do

0sso alveolar oriunda da inflamacao local existente.

De acordo com Savi¢ Pavicin et al., (2017), embora a osteoporose ndo seja a
principal causa da periodontite, esta doenca pode ser um fator que leva a uma maior
profundidade de bolsa periodontal e aumento do risco de perda dentaria em mulheres

idosas.

Tendo em vista a situacdo mundial da osteoporose torna-se primordial a
investigacdo de metodologias que possam favorecer a reparacdo do tecido 6sseo. Assim,
na odontologia, destacam-se duas técnicas que tém sido utilizadas para a reparacdo 0ssea:
a fotobiomodulacdo com laserterapia em baixa intensidade (LBI) e a regeneracdo tecidual
guiada (RTG).

Na LBI utiliza-se luz de baixas irradiacbes que sdo capazes de influenciar o
comportamento das células, através de efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotobiolégicos

quando aplicadas nos tecidos irradiados. Esta técnica tem sido muito promissora e
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utilizada como tratamento coadjuvante, alternativo e nédo invasivo promovendo a
aceleracdo no processo de cicatrizagéo dos tecidos (KARU, 1989; EDUARDO, 2002).

Estudos comprovam que a LBI estimula a proliferacdo de células precursoras de
osteoblastos, atuando na diferenciacdo celular e na maturacdo osteogénica, elevando o
namero de osteoblastos e consequentemente a neoformacao 6ssea (OZAWA et al., 1998;
BLOISE et al., 2013). Além de estimular a aceleracdo da consolidacdo dssea apos a
fratura, contribui para a formacdo de novos vasos, aumento da deposi¢do de fibras
colagenas e também maior proliferacdo celular no sitio da fratura, as quais permitem a
consolidacdo do tecido 6sseo mais rapidamente (TRELLES; MAYAIO, 1987; GARCIA
et al., 1996).

Pesquisas demonstram que a laserterapia em baixa intensidade também favorece
0 aumento significativo nas expressdes génicas de TGF-, BMP, FGF ¢ RUNX-2 que
podem estimular a proliferacéo e diferenciacao de osteoblastos, fato que se relaciona com
a melhoria da deposicdo de osso recém-formado no local da lesdo (TIM et al., 2015;
FALLAHNEZHAD et al., 2018).

De acordo com estudos realizados pela equipe do Departamento de Biologia
Basica e Oral da FORP-USP, também foi demonstrado que a LBI promove a neoformacao
Gssea em calvarias de ratas ovariectomizadas (SIESSERE et al., 2011; ROSA et al., 2012;
SCALIZE et al., 2015).

Segundo Retzepi e Donos (2010), o inicio da regeneracao tecidual guiada (RTG)
ocorreu na década de 1950, e com o desenvolvimento de novos materiais de
preenchimento e novas membranas, 0 procedimento passou por grandes modificacfes. A
RTG € baseada no uso de membranas absorviveis ou ndo, que evitam que as células
migrem do epitélio e do tecido conjuntivo durante a consolidacdo Ossea, para que as
células progenitoras 6sseas com a taxa de migracdo mais lenta possam ser colonizadas no
espaco, regenerando e criando 0sso. A RTG pode ser realizada em um procedimento
prévio ou apos a cirurgia necessaria para regeneracao 6ssea. Os autores concluiram que a

RTG é um procedimento previsivel que pode levar a formacéo dssea regenerandodefeitos.

Embora o estimulo mastigatorio contribua para a manutencdo da integridade do
0sso0 alveolar, eventos traumaticos ou mesmo a perda do elemento dental podem acarretar

a reabsorcdo desse tecido, e nestes casos, a regeneracao tecidual guiada pode ser utilizada
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como uma técnica alternativa para o restabelecimento do o0sso perdido. A RTG envolve a
prevencdo da migracdo de celulas prejudiciais ao adaptar a membrana a area a ser
reconstruida. A barreia da membrana fornece estabilidade no local e impede o colapso do
tecido mole no defeito, evitando que diferentes tipos celulares, ou seja, células ndo
osteoblasticas concorrentes migrem para o local e acumulem fatores de crescimento
(SCHENK et al.,1994; URBAN et al., 2019).

Resumidamente as membranas sdo utilizadas como barreiras fisicas, permitindo
isolar o defeito periodontal dos tecidos adjacentes (epitélio e conjuntivo), favorecendo
assim que os tecidos periodontais (0sso, ligamento e cemento) se regenerem a partir de
suas préprias células (NYMAN et al., 1982; GOTTLOW et al., 1984; WANG et al.,
2005).

As membranas de politetrafluoretileno (PTFE) tém sido as mais utilizadas devido
a sua grande eficacia e s@o consideradas padrdo-ouro na estimulacdo de tecido Gsseo
(DOWELL et al., 1991; GOTTLOW et al., 1992; SALATA et al., 2001; WALTERS et
al., 2003). Entretanto, de acordo com Gimenes et al. (2004) pesquisas tém demonstrado
que a membrana constituida pelo composito de polimero de poli (vinilideno-
trifluoretileno) e pela cerdmica de titanato de bario (P(VDFTrFE)/BT) associam as
caracteristicas mecanicas dos polimeros com a biocompatibilidade das ceramicas

podendo ser uma alternativa promissora para novas demandas.

Em muitos estudos sobre o uso de membranas de PTFE nas ultimas décadas, 0s
resultados obtidos tém sido satisfatorios. Em um estudo realizados em cées, Park et al.,
(2011) investigaram o uso preventivo de membrana de PTFE ndo absorvivel em locais
onde foram instalados implantes sem a confeccdo de defeitos dsseos. Logo apds a
extracdo dos pré-molares, implantes imediatos foram instalados, associados com a
utilizacdo ou ndo de membranas. A comparacdo dos resultados mostrou que as bordas
alveolares estavam completamente preservadas quando as membranas foram utilizadas,
enquanto que os locais que ndo receberam as membranas, perdeu-se em média 1 mm de
espessura do 0sso alveolar. Desta forma, os autores concluiram que a utilizacdo de
membrana ndo absorvivel ajudou a manter o volume 6sseo do rebordo, favorecendo a

resolucdo estética do caso.

Miyamoto et al., (2012) que também realizaram um estudo envolvendo o uso de

membrana de PTFE concluiram que a mesma foi eficaz para neoformagdo 6ssea mesmo
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quando nenhum tipo de material de preenchimento foi utilizado sob a membrana ao redor

de implantes inseridos no 0sso.

Ainda que as membranas disponiveis no mercado apresentem bons resultados,
quanto mais pesquisas para o desenvolvimento de novos materiais, maiores as chances de
reparacdo 6ssea. A associacdo de materiais ceramicos e de polimeros podem gerar novos
biomateriais com poder de acelerar a regeneracdo do tecido 6sseo pela associagdo de
caracteristicas potenciais como flexibilidade, tenacidade, facilidade de processamento
dos polimeros e fortes respostas piezoelétricas (DIAS; DAS-GUPTA, 1994).

O poli(vinilideno-trifluoretileno) (PVDF) representado por um polimero
semicristalino, apresenta as fases amorfa e cristalina. A presenca da fase cristalina é
relevante para a confeccdo de membranas assimétricas, tendo em vista que esta exerce
grande influéncia na formacdo da estrutura da membrana, além de ser um polimero
hidrofobico, atoxico e resistente do ponto de vista térmico e quimico (BOTTINO et al.,
2000).

Pesquisas in vivo foram realizadas utilizando as membranas de PTFE e P(VDF-
TrFE)/BT em animais saudaveis e com modelo experimental para a osteoporose,
demonstrando resultados promissores quando utilizada a membrana de P(VDF-TrFE)/BT
(LOPES et al., 2014; SCALIZE et al., 2016).

Diante das técnicas acima expostas que ao serem utilizadas isoladamente tém se
mostrado promissoras para a regeneracdo 0ssea, a hipoOtese deste estudo foi que a
laserterapia em baixa intensidade atuasse de forma sinérgica com a membrana texturizada

P(VDF-TrFE)/BT, favorecendo a reparacéo do tecido 6sseo.
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2. Proposicao
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2. PROPOSICAO

Este estudo teve por objetivo avaliar a neoformacdo dssea, em defeitos
confeccionados em calvéria de ratas submetidas a ovariectomia bilateral, associando a
fotobiomodulagdo com laser em baixa intensidade e membrana texturizada P(VDF-

TrFE)/BT por meio das seguintes analises:
1 — Histoldgica;
2 — Tomogréfica;

3 - Molecular.
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3. Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

Laser

Foi utilizado o dispositivo Twin Laser (Mm Optics; S&o Carlos, SP, Brasil)
constituido por diodo de arseneto galio aluminio (AsGaAl), com as seguintes
especificacdes: maxima densidade de energia de 315 J/cm?, voltagem de 100 ~240 V,
frequéncia de 50 a 60 Hz, comprimento de onda de 780 nm e 70 mW de poténcia Optica

maxima.

Membranas

Membranas de P(VDF-TrFE)/BT texturizadas (Anexo 1) foram
confeccionadas pelo Prof. Dr. Rossano Gimenes do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Itajuba (UNIFEI - MG) e membranas de PTFE disponiveis comercialmente
(Bionnovation®, Bauru, SP, Brasil) foram utilizadas como controle. As membranas
foram cortadas com 5 mm de didmetro e autoclavadas previamente a inser¢ao no defeito

0sse0.

Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(Protocolo n. 2018.1.417.58.0.)

Foram utilizadas ratas Wistar Hannover (n=40) com 8 semanas de idade
(peso aproximado de 200 gramas), provenientes do Biotério Central do Campus da USP
de Ribeirdo Preto. Os animais, durante todo o tempo de experimentacdo, foram mantidos
no Biotério da FORP-USP, que possui temperatura ambiente controlada (23°C e 24°C),
sistema de exaustdo e iluminacdo diaria de 12 horas. Os animais tiveram um periodo de
adaptacdo de 7 dias e durante todo o experimento foram mantidos em caixas de polietileno

(3 animais por caixa).
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Protocolo de anestesia

Em todos os procedimentos cirurgicos foi utilizado o mesmo protocolo de
anestesia. Inicialmente foi realizada a pesagem dos animais. Foi utilizada a solucéo
anestésica de xilazina e cloridrato de cetamina na propor¢do de 10mg/kg e 75mg/Kg,
respectivamente, via intramuscular. A xilazina (Xilazin, Rhobifarma Industria
Farmacéutica Ltda — Hortolandia, SP, Brasil) atua como tranquilizante, analgésico,
anestésico e relaxante muscular e o cloridrato de cetamina (Dopalen, Agibrands do Brasil
Ltda — Campinas, SP, Brasil) é um anestésico geral.

Sutura

Apos todos os procedimentos cirdrgicos, as peles dos animais foramsuturadas
utilizando fio de seda 4.0 (Ethicon, J&J, Brasil).

Medicacéo utilizada ap0s os procedimentos cirdrgicos

Apos as cirurgias de ovariectomizacédo bilateral e de defeito 6sseo na calvaria 0s
animais foram medicados com analgesico Flunixina meglumina (Banamine, Schering-
Plough, Brasil) em dose Unica, via intramuscular (0,2mL/100 g peso corporal) e com
solucgdo de pentabiotico (0,1mL/100g - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil), também por

via intramuscular.

Tratamento dos animais
1) Grupo Controle - Sham

Apos anestesia nos animais do Grupo Sham (n=5), foi realizada tricotomia,
antissepsia utilizando alcool iodado (PVPI) e entdo, a incisdo, a fim de que 0s ovarios
fossem expostos. Apds a exposicdo, 0s mesmos eram reintroduzidos na cavidade
abdominal e a sutura era realizada. Este procedimento foi executado para que estes
animais fossem submetidos a estresse semelhante ao dos animais que seriam

ovariectomizados. Durante o procedimento cirurgico, os olhos dos animais
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permaneceram recobertos com gaze estéril embebida em soro fisiolégico, prevenindo o
ressecamento da cérnea. Apos o recebimento das medicagdes os animais foram colocados
em suas caixas, respeitando o nimero de 3 animais por caixa. Permaneceram no biotério
por um periodo de 90 dias, recebendo ragdo e dgua “ad libitum”. Durante todo o periodo
os animais foram observados constantemente. As caixas eram limpas e a maravalha

trocada trés vezes por semana.

Inducgéo da osteoporose

Seguindo 0 mesmo protocolo utilizado para os animais sham (pesagem, anestesia,
tricotomia, antissepsia e protecdo dos olhos) 35 animais foram ovariectomizados (Ovx)
bilateralmente. Apds incisdo na pele do animal, a musculatura foi afastada e os ovarios
foram expostos e excisionados (KALU, 1991; SCALIZE et al., 2015; SCALIZE et al.,
2016; SCALIZE et al., 2019).

Figura 1 — Ovério excisionado.

Fonte: Arquivo Pessoal

Ap0s a sutura e recebimento das devidas medica¢des os animais foram colocados
em suas caixas, respeitando-se o nimero de 3 animais por caixa. Permaneceram no
biotério por um periodo de 90 dias, recebendo ragdo e agua “ad libitum”. Durante todo o
periodo os animais foram observados constantemente. As caixas eram limpas e a

maravalha trocada trés vezes por semana.

Para comprovacao do sucesso do procedimento de ovariectomia bilateral foram

utilizados dois exames: do ciclo estral e macroscépico dos cornos uterinos.
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Exame do ciclo estral

Este exame foi realizado 14 dias apds o procedimento cirlrgico para a excisdo dos
ovarios e nos animais do grupo Sham. Durante 5 dias consecutivos foi coletado o fluido
vaginal das ratas, utilizando micropipeta com uma ponteira acoplada e 1 ml de solugéo
salina. A solucdo salina era introduzida na vagina e aspirada. O contetdo coletado ap6s

ser transferido para lamina de vidro, foi observado ao microscépio 6ptico (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Aspecto histologico do fluido coletado na vagina de animal do
grupo Sham (sem coloracéo), em fase metaestro, com predominio de células
epiteliais anucleadas e alguns leucdcitos.
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Figura 3 - Aspecto histolégico do fluido coletado na vagina de animal
ovariectomizado bilateralmente (sem coloracdo), em fase diestro, com
predomini

Fonte: Arquivo Pessoal

Exame macroscdpico dos cornos uterinos

Para este exame, no momento da eutanasia, foi feita uma incisdo no abdémen e a
analise dos cornos do Gtero com relacdo ao aspecto e atrofia. Animais com deficiéncia
hormonal apresentaram cornos esbranquicados (anémicos), com atrofia e delgados,
enquanto que os dos animais sham apresentavam-se bem vascularizados, espessos,

volumosos e rosados (Figura 4).
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Figura 4 - Aspecto macroscdpico dos cornos dos Uteros. Em A: aspecto réseo e sem atrofia
(seta branca) em animal sham. Em B: aspecto anémico, fino e atréfico (seta preta) em animal

ovariectomizado.
A %

Fonte: Arquivo Pessoal

Defeitos 6sseos

Os defeitos 6sseos foram confeccionados 90 dias apés as cirurgias de ovariectomia
(JOHNSTON; WARD, 2015) e de exposicdo dos ovarios. Quando anestesiados,
seguindo o protocolo descrito anteriormente, os animais foram incisionados (1 cm)
sagitalmente na regido da calvaria, utilizando lamina de bisturi (n° 15) acoplada em cabo
de bisturi (n° 3). Apos exposicdo do 0sso parietal esquerdo, foi confeccionado odefeito
de 5 mm de didmetro e 1 mm de profundidade com a utilizacdo de motor elétricopara
implantes (Dentscler, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), ajustado em 3000rpm, contra- angulo
e broca trefina do mesmo didmetro do defeito. Ressalta-se que durante o procedimento
cirurgico, foi feita a irrigacdo abundante com soro fisioldgico (0,9%), evitando desta

forma, temperatura excessiva no local do defeito.
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Figura 5 - Imagem da calota seccionada (fragmento circular
branco), evidenciando o defeito 6sseo no osso parietalesquerdo.

Fonte: Arquivo Pessoal

: . .
Os animais que tiveram os ovarios expostos e reposicionados constituiram o grupo

Sham (n=5).

Os animais que foram submetidos a excisdo dos ovarios foram divididos,
aleatoriamente, de acordo com a utilizacdo ou ndo de membranas e com relacdo a

aplicacdo do laser.

Os animais do Grupo OVX ndo receberam membrana e também ndo receberam

aplicacdo de laser (n=5).

Os animais do Grupo OVX+P(VDF) receberam a membrana de P(VDF-TrFE)/BT)
(n=10) (Figura 6).
Nos animais do Grupo OVX+P(VDF)+L foi inserida a membrana de P(VDF-

TrFE)/BT e nestes também foi aplicado o laser (n=10).

Os animais do Grupo OVX+PTFE+L receberam a membrana de PTFE e a aplicacéo
de laser (n=10).

Ao término das cirurgias foram realizadas a sutura e a medicacdo pds-operatoria,

respectivamente
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Figura 6 - Animal do Grupo
OVX+P(VDF) cujo  defeito  foi
preenchido com a membrana P(VDF-
TrFE)/BT.

Fonte: Arquivo Pessoal

Protocolo para aplicacédo do laser

Os animais foram anestesiados seguindo o protocolo anestésico e foram realizadas
12 sessoes de laser. Os protocolos de irradiacdo iniciaram 24 horas ap6s o procedimento
cirargico e foram realizados a cada 48 horas. A aplicacdo foi realizada na area
correspondente ao defeito 6sseo e para o correto estabelecimento desta regido, a pele foi
tracionada e foi feita leve palpacdo. Previamente a aplicacdo do laser foi utilizado o

potenciémetro, assegurando que a poténcia do aparelho estava correta.

O defeito 6sseo foi irradiado em sua periferia, com contato, com a direcdo de
aplicacdo perpendicular, densidade de energia de 30 J/lcm? (SCALIZE et al., 2015),
poténcia de 40 mW, em 4 pontos, por 30 segundos, nas posicdes de 3, 6, 9 e 12 horas. O
tempo total de aplicacdo do laser em cada sessdo foi 120 segundos. As energias
depositadas em cada ponto, diariamente e acumulada em todas as sessdes foram
respectivamente: 1,2J, 4,8) e 57,6J. A irradiancia (intensidade de energia) foi 1,0 W/cm?.
O equipamento utilizado apresenta spot de aplicacéo e a area do spot de aplicagdo com 5

mm e 0,04 cm?, respectivamente, e produz onda continua.

Como medida de biosseguranga, utilizou-se filme de PVVC descartavel na ponta
ativa do laser, tomando-se o cuidado de estica-lo muito bem, evitando desta forma, que o

feixe de luz sofresse difusdo. (Figura 7).
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Figura 7 - Aplicacéo do laser em baixa intensidade na
periferia do defeito dsseo.

Fonte: Arquivo Pessoal

Apos a espera de 30 dias, contando a partir da confeccdo do defeito, foi realizada
a eutanasia dos animais, pelo método de anestesia e decapitacdo. Foram coletas as
amostras de 0sso contendo os defeitos (Figura 8).

Figura 8 — Amostra coletada contendo o
defeito dsseo.

Fonte: Arquivo Pessoal
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As amostras coletadas dos animais dos Grupos Sham e OVX ndo puderam ser
submetidas a analise por PCR em tempo real, devido a formag&o ¢ssea ndo ser suficiente
para este tipo de analise. Nestas amostras foram realizadas as analises tomogréfica e
histoldgica.

Para os demais grupos, constituidos por 10 animais, em cinco amostras obtidas
foram realizadas as analises tomograficas e histoldgica, e as outras cinco foram utilizadas

para a analise de expressdo génica.

Anélise Tomografica

Apos a coleta, procedeu-se a fixacdo das amostras de calvaria utilizando formol
4% tamponado (pH=7). As amostras permaneceram imersas nesta solugéo por 48horas.
A seqguir, foram imersas e mantidas por 3 dias em solucéo de etanol 70%. Utilizou-se o
equipamento micro-CT SkyScan 1172 (SkyScan, Bélgica), que trabalha com fonte de
raios-X de 100kV, cuja deteccdo é realizada por camera de 11-megapixel, de até 1 umde

resolucéo.

O equipamento € provido de software de aquisicdo de imagens 2D e apdsa
aquisicao destas, foram feitas as reconstrucdes 3D (software NRecon), imprescindiveis
para a realizacdo da analise dos parametros na area de interesse (defeitos 6sseos). Foram
estimados os parametros recomendados pela American Society of Bone and Mineral
Research (ASBMR) cujas descricdes foram realizadas por PARFITT et al. (1987);
BOUXSEIN et al. (2010) e DEMPSTER et al. (2013). Desta forma, dentre os parametros
gerados pelo préprio software, neste estudo foram utilizados os seguintes: volume de
tecido 6sseo (mmd) e superficie dssea (mm?). Também foram analisados parametros
relacionados as trabéculas 6sseas, a saber: nimero (1/mm), espessura (mm) e separacao

trabecular (mm). Por fim, a densidade de conectividade (1/mm?).

Preparacao das laminas histoldgicas

Ap6s a aquisicdo das imagens microtomograficas o0s espécimes foram
encaminhados ao laboratorio e preparados para a confec¢do de laminas histologicas de
material ndo-desmineralizado. Foi realizada a desidratacdo das amostras em alcool (série

crescente) e a inclusdo das mesmas em resina acrilica (LR White hard grade, London
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Resin Company Ltd, Reino Unido). Foram obtidos blocos, e por meio de um micrétomo
de precisdo (Exakt, Alemanha), estes foram cortados na regido central, lixados e polidos
em sistema de polimento (Exakt). Em seguida, o bloco com sua face polida foi colado em
lamina acrilica Exakt, cortado novamente, de tal forma que o material que ficou aderido
a lamina apresentasse aproximadamente 40 um de espessura. Este material, apds desgaste
e polimento, alcancou a espessura de 20 um. Apos, procedeu-se a coloragdo com
Stevenel’s blue ¢ Alizarin red S (MANIATOPOULOS et al., 1986). Obteve-se duas

laminas de cada amostra que foram observadas por meio de microscopio de luz.

Anélise Histoldgica

Para a andlise histoldgica foi observada a area de o0sso neoformado,buscando
identificar se 0 mesmo era imaturo ou trabecular, a presenca de tecido osteoide,
osteoblastos, ostedcitos e vasos sanguineos (SICCHIERI et al., 2012; SCALIZE et al.,
2016).

Também foram avaliadas eventuais reacdes de corpo estranho, presenca de células

gigantes multinucleadas e encapsulamento por tecido fibroso.

Analise Molecular

Andlise da Expressdo Génica (RNAm) por PCR em Tempo Real

Foram analisadas a expressdo génica para os marcadores osteoblasticos fator de
transcricdo 2 com dominio Runt (Runx2), fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina dssea
(Bsp), osteocalcina (Bglap), osteopontina (Opn), osterix (Sp7); ligante do receptor para a
ativacdo do fator nuclear kappa B (Rankl) e osteoprotegerina (Opg); e para 0os marcadores
osteoclasticos receptor para a ativacdo do fator nuclear kappa B (Rank), catepsina K,

metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) e receptor para a calcitonina.
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Extracdo de RNA Total

O osso neoformado sobre as membranas foi coletado com broca trefina e irrigado
com tampdo fosfato salino gelado (PBS - Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA)
minimizando o aquecimento e diminuindo a possibilidade de degradacdo de RNA total.
Em seguida, foi congelado em nitrogénio liquido e o armazenamento foi realizado em
freezer -80°C. Foi realizado o maceramento utilizando cadinho e pistilo previamente
queimados em forno seco a 180°C por 6 horas para degradacdo de RNAses
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e nitrogénio liquido, até apresentarem aspecto de um pé
fino.

O reagente Trizol (Life Technologies) foi adicionado (1,5mL) para a coleta e
homogeneizagdo do po das amostras. As solugdes foram transferidas para tubos (Axygen
Scientific Inc., Union City, California, EUA) e nestes foram adicionados 200uL de
cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, Nova Jersey, EUA). Os tubos ficaram sob
agitacdo pelo tempo de 30 segundos e foram mantidos no gelo pelo tempo de 5 minutos.
Foi feita a centrifugacdo das amostras a 4°C e 12000g, pelo tempo de 15 minutos, e a
coleta da fase aquosa em novos tubos de 2mL (Axygen Scientific Inc.). Duzentos e
cinquenta microlitros de etanol 96% (Merck) foram adicionados as amostras, e em
seguida, foi realizada a centrifugacdo em colunas de silica gel presentes no kit SV Total
RNA Isolation System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). As demais etapas para a
extracdo de RNA total foram excetuadas seguindo as instrugdes do fabricante do Kkit.

Por meio de analise em espectofotdometro (NanoVue Plus Spectrophotometer, GE
Healthcare, Uppsala, Condado de Uppsala, Suécia) verificou-se a concentracao e pureza
da quantidade total de RNA. Para isso, foram feitas leituras em diferentes comprimentos
de onda (260 nm, 280 nm e 230 nm) obtendo-se a concentracdo de RNA/UL e a

determinacdo de contaminacgdo por proteinas e fenol, respectivamente.

Avaliacdo da integridade do RNA Total

Para a determinacdo da qualidade do RNA total das amostras utilizou-se
eletroforese microfluidica (Bioanalyzer 2100 Agilent), chips RNA 6000 Nano Chips
(Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, USA) e o protocolo de Scalize et al.,
(2016).

Por meio da visualizagdo das unidades ribossdmicas 18S e 28S, que sdo

caracteristicas de células eucaridticas, verificou-se a integridade do RNA ribossémico.
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As amostras com valores de RIN acima de 7,5 foram consideradas viaveis para 0s ensaios

de PCR (Figura 9).

Figura 9 — Integridade do RNA ribossémico e quantificacdo do RIN.
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Fonte: Arquivo Pessoal

Sintese da fita de DNA complementar

Confirmada a integridade do RNA total, a partir 1 pug de RNA confeccionou-se a

fita de cDNA. Utilizou-se o termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Alemanha)

por meio de reacdo com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit SuperScript™

I11 First Strand Synthesis Systems (Invitrogen). Resumidamente, em um tubo de 200 pL

(Axygen Scientific Inc.) foram adicionados: 1ugde RNA total diluido em um volume

final de 10puL de agua RNase/DNase free (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia,
EUA), 2uL de (10X) RT buffer, 0,8uL de (25X) dNTP mix (100mM), 2uL (10X) RT

Random Primers, 1pL de MultiScribe™ Reverse
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transcriptase, 1pL de RNase Inhibitor e 3,2ul. de 4gua DEPC, para um volume
final de 20 pL/reagdo. Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador Master
Cycler Gradiente (Eppendorf AG, Hamburg, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes
condigdes: 25°C por 10min, 37°C por 120min, 85°C por 5min, seguido pelo resfriamento
a 4°C. As amostras de DNAc foram estocadas em freezer -20°C.

Expressédo de genes envolvidos na diferenciacdo osteobléstica e osteoclastica
por PCR em Tempo Real

As reacOes de PCR em Tempo Real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan (Life Technologies), no aparelho StepOne Plus (Life Technologies), a partir de
um pool de trés animais, para avaliar os marcadores osteoblasticos e osteoclasticos acima
citados. As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas em triplicata com volume
final de 10 pL e quantidade de cDNA correspondente a 11,25 ng de RNA total. A reacao
de amplificacdo seguiu o seguinte protocolo: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min, e 40
ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min (desnaturacao e extensdo).

Tabela 1 - Sondas TagMan utilizadas nos ensaios de PCR em Tempo Real.

q Simbolo Nome do Gene Ensaio TagMan
0 Gene
Gapdh gllcgraldeldo-B-fosfato RN99999916_s1
desidrogenase
fator de transcricédo relacionado Rn01512298 m1l
Runx2
ao gene runt 2
fosfatase alcalina Rn01516028 m1
Alpl . .
figado/osso/rim
Ibsp sialoproteina Ossea Rn00561414 ml
proteina Gssea que contém Rn00566386_g1
Bglap acido gamma-carboxiglutamico
(osteocalcina/oc)
Sppl fosfoproteina secretada 1 Rn01449972_m1
PP (osteopontina/opn)
Sp7 Sp7 transcription fator Rn02769744 sl

(osterix/osx)
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superfamilia de receptor de fator Rn00563499 _m1
Tnfrsf11lb de necrose tumoral, membro 11b
(osteoprotegerina/opg)
Tnfrsflia superfamilia de receptor de fator Rn04340164_m1
de necrose tumoral, membro 11a (rank)
Trfsfl1 superfamilia de receptor de fator Rn00589289_m1
de necrose tumoral, membro 11 (rankl)
Ctsk catepsina K Rn00580723_m1
Mmp9 matrix metallopeptidase 9 Rn00579162_m1
Calcr receptor de calcitonina Rn00562334_m1

A analise dos resultados ocorreu baseado no valor de Ct (ciclo treshold), que
permitiu a analise quantitativa da expressdo de cada gene avaliado. Foi utilizado como
gene constitutivo o Gapdh (gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase).

A é&gua foi utilizada como amostra negativa para cada sonda utilizada. Para
determinagé@o da expressdo dos genes alvos envolvidos nos processos de diferenciagédo
das células osteoblasticas e osteoclasticas utilizou-se o método de 24T (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2004).

Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos pardmetros microtomograficos e dos marcadores
osteoblasticos e osteoclasticos foram analisados por meio do software estatistico
GraphPad Prism 6.0 (p<0,05), ap6s tabulacdo dos dados. Foram utilizados o teste Anova

e teste Tukey, apds a verificacdo da distribuicdo normal dos dados (teste Shapiro Wilk).
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4. Resultados
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4. RESULTADOS

A avaliacdo histolégica do Grupo Sham demonstra que houve neoformacgédo de
tecido 0sseo na regido periférica do defeito, sendo que as demais areas encontravam-se
preenchidas por tecido conjuntivo.

O grupo OVX mostrou pequena neoformacdo éssea na periferia do defeito e
quando comparado ao Grupo Sham, percebe-se que esta neoformacao foi menor. Quando
comparados os tecidos conjuntivos que preenchiam os defeitos nos Grupos OV X e Sham,

este se apresentava com maior espessura no Grupo OVX.

Quando as imagens foram obtidas com objetiva de 20x observou-se que, adjacente
ao 0sso neoformado, havia a presenca de osteoblastos ativos (com maior volume) no
Grupo Sham, ao passo que no Grupo OVX estas mesmas células encontravam-se mais

alongadas (Figuras 10 a 13).

Nos animais dos Grupos OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L
também se verificou a presenca de tecido 0sseo neoformado na regido periférica do
defeito. Um fato relevante é que ndo foi verificada a presenca de infiltrado inflamatério

tanto na regido do defeito, como nas demais regides (Figuras 14 a 19).

Foi observado nas imagens em maior aumento obtidas dos animais do Grupo
OVX+P(VDF) que havia lacunas preenchidas por ostedcitos e proximo as trabéculas,

tecido conjuntivo em quantidade consideravel (Figura 15).

Foi observado nos animais do Grupo OVX+P(VDF)+L novas trabéculas 6sseas
acima e abaixo da membrana, embora ndo houvesse 0 contato deste com a membrana.
Tecido conjuntivo e vasos sanguineos foram observados em maior aumento, assim como

tecido conjuntivo medular e ostedcitos alojados em lacunas (Figuras 16 e 17).

O Grupo OVX+PTFE+L foi 0 Gnico que apresentou contato da membrana com o
tecido 0sseo neoformado. Assim como nos demais grupos que receberam membrana,
observou-se em maior aumento, tecido conjuntivo medular entre as trabéculas e

ostedcitos alojados em lacunas (Figuras 18 e 19).
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Figura 10 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo Sham. OR:
0sso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido conjuntivo.

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 11 — Imagem histol6gica da regido periférica do defeito - Grupo Sham.
OR: osso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido conjuntivo.

o~

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 12 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo OVX.
OR: osso remanescente; ON: osso neoformado e TC: tecido conjuntivo.

500 pm

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 13 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo OVX.
OR: osso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido conjuntivo.

> "
S

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 14 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+P(VDF). OR: o0sso remanescente; ON: 0sso neoformado; PVDF:

500 ym

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 15 — Imagem histologica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+P(VDF). OR: osso remanescente; ON: osso neoformado, TC: tecido
conjuntivo; OC: osteécito; PVDF: membrana de P(VDF-TrFE)/BT.

>

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 16 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+P(VDF)+L. ON: osso neoformado. TC: tecido conjuntivo; PVDF:
membrana de P(VDF-TrFE)/BT.

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 17 — Imagem histologica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+P(VDF)+L. OR: o0sso remanescente; ON: o0sso neoformado. TC: tecido
conjuntivo; OC: ostedcito; TCM: tecido conjuntivo medular; VS: vaso sanguineo;
PVDF: membrana de P(VDF-TrFE)/BT.

T T - . T

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 18 — Imagem histoldgica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+PTFE+L. OR: osso remanescente; ON: 0sso neoformado; TC: tecido
conjuntivo; PTFE: membrana de PTFE.

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 19 — Imagem histolégica da regido periférica do defeito - Grupo
OVX+PTFE+L. ON: osso neoformado; TC: tecido conjuntivo; TCM: tecido
conjuntivo medular, OC: ostedcito; PTFE: membrana de PTFE.

s e R ot it

Fonte: Arquivo Pessoal
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Resultados da Anélise Tomografica

Estes resultados encontram-se representados nas Figuras 20 a 27 e nas Tabelas 2
ar.

Nas imagens em 3D reconstruidas por meio da utilizacdo do microtomégrafo
verificou-se formacdo Ossea incipiente tanto no Grupo Sham como no Grupo OVX,
enquanto que nos animais dos Grupos OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L foi possivel observar uma neoformacéo éssea significante, especialmente
nos ultimos dois grupos (Figura 20).
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Figura 20 — Reconstrucdo em 3D das areas dos defeitos
6sseos nos Grupos Sham (A), OVX (B), OVX+P(VDF) (C),
OVX+P(VDF)+L (D) e OVX+PTFE+L (E).

Fonte: Arquivo Pessoal
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Para o pardmetro volume 6sseo, foi possivel observar valores médios maiores para
0 Grupo OVX+PTFE+L quando comparado aos Grupos OVX+P(VDF) e
OVX+P(VDF)+L, porém sem diferenca estatistica. Quando os grupos que utilizaram
membranas, associadas ou ndo ao laser (Grupos OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L) foram comparados com os Grupos Sham e OVX, verificou-se
significante formac&o Gssea para aqueles que utilizaram membrana e/ou membrana e laser
(p<0,05) (Figura 21 e Tabela 2).
Figura 21 — Representacdo gréafica
dos valores médios para o parametro
volume o6sseo (mm®) nos Grupos
Sham, OVX,  OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.

Letras diferentes indicam diferenga
estatistica.

Volume Osseo

mm?3
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Tabela 2 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o parametro volume ésseo. Teste de Tukey (p<0,05).

Volume Osseo

Grupos p

Sham vs. OV X 0,9946
Sham vs. OVX+P(VDF) 0,0042
Sham vs. OVX+P(VDF)+L 0,0024
Sham vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX vs. OVX+P(VDF) 0,0017
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OVX vs. OVX+P(VDF)+L 0,0010
OVX vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,9990
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,3130
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,4447

Para os parametros superficie 6ssea e numero de trabéculas ndo houve diferenca
estatistica entre os Grupos OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L. Por outro
lado, estes mesmos grupos apresentaram valores consideravelmente maiores que 0s
Grupos Sham e OV X (p<0,05) (Figuras 22 e 23; Tabelas 3 e 4).

Figura 22 — Representacdo gréafica
dos valores médios para o parametro
superficie 6ssea (mm? nos Grupos
Sham, OVX, OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.
Letras diferentes indicam diferenca
estatistica.

Superficie Ossea
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Tabela 3 — Valores de p encontrados para as comparacOes entre os diferentes grupos
estudados para o parametro superficie dssea. Teste de Tukey (p<0,05).

Superficie Ossea

Grupos p

Sham vs. OVX >0,9999
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Sham vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
Sham vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
Sham vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
OVX vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
OVX vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L > 0,9999
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,5811

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,5752

Figura 23 — Representacdo grafica
dos valores médios para o parametro
namero de trabéculas (1/mm) nos
Grupos Sham, OVX, OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.
Letras diferentes indicam diferenca
estatistica.

NiUmero de Trabéculas

1/mm

Tabela 4 — Valores de p encontrados para as comparacOes entre os diferentes grupos
estudados para o parametro nimero de trabéculas. Teste de Tukey (p<0,05).

Numero de Trabéculas

Grupos p
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Sham vs. OVX 0,9044
Sham vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
Sham vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
Sham vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX vs. OVX+P(VDF) 0,0004
OVX vs. OVX+P(VDF)+L <0,0001
OVX vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,9044
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,6747
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,9898

Os valores do parametro espessura trabecular apresentaram-se semelhantes para 0s

diferentes grupos, sem diferenca estatistica entre eles (p=0,6367) (Figura 24; Tabela 5).

Figura 24 — Representacdo grafica
dos valores médios para o parametro
espessura trabecular (mm) nos
Grupos Sham, OVX, OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.

Espessura das Trabéculas
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Tabela 5 — Valores de p encontrados para as comparagdes entre os diferentes grupos
estudados para o parametro espessura das trabéculas. Teste de Tukey (p<0,05).

Espessura das Trabéculas

Grupos P

Sham vs. OVX 0,8671
Sham vs. OVX+P(VDF) 0,7737
Sham vs. OVX+P(VDF)+L >0,9999
Sham vs. OVX+PTFE+L >0,9999
OVX vs. OVX+P(VDF) 0,9997
OVX vs. OVX+P(VDF)+L 0,8671
OVX vs. OVX+PTFE+L 0,8671
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,7737
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,7737
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L > 10,9999

Para os grupos OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L, os valores

encontrados para o parametro que mede a distancia entre as trabéculas foram

consideravelmente inferiores que os dos Grupos Sham e OVX. Novamente, para este

parametro, também ndo foi encontrada diferenca estatistica entre o0s Grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L (p<0,05) (Figura 25; Tabela 6).
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Figura 25 — Representacdo gréafica
dos valores médios para 0 parametro
separacdo trabecular (mm) nos
Grupos Sham, OVX, OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.
Letras diferentes indicam diferenca
estatistica.

Separagdo das Trabéculas

mm

Tabela 6 — Valores de p encontrados para as comparacfes entre os diferentes grupos
estudados para o parametro separacdo trabecular. Teste de Tukey (p<0,05).

Separacdo das Trabéculas

Grupos P

Sham vs. OV X 0,9976
Sham vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
Sham vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
Sham vs. OVX+PTFE+L <0,0001
OVX vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
OVX vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
OVX vs. OVX+PTFE+L <(0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,8967
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,4816

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,9379
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Ao analisar os valores obtidos para a densidade de conectividade verificou-se que
estes foram consideravelmente maiores para 0s grupos OVX+P(VDF) e
OVX+P(VDF)+L em comparagdo aos grupos OVX+PTFE+L, Sham e OVX (p<0,05).
Além disso, na comparagdo do grupo OVX+PTFE+L com os Grupos Sham e OVX
também houve diferenca estatistica, com valores significativamente inferiores para 0s

dois ultimos grupos (p<0,05) (Figura 26; Tabela 7).

Figura 26 — Representacdo grafica
dos valores médios para o parametro
densidade de conectividade (1/mm?®)
nos Grupos Sham, OVX,
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica.
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Tabela 7 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o pardmetro densidade de conectividade. Teste de Tukey (p<0,05).

Densidade de Conectividade

Grupos P

Sham vs. OV X > 0,9999
Sham vs. OVX+P(VDF) < 0,0001
Sham vs. OVX+P(VDF)+L <0,0001
Sham vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX vs. OVX+P(VDF) <0,0001
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OVX vs. OVX+P(VDF)+L < 0,0001
OVX vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,0595
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L < 0,0001

Expressdo dos genes associados com a diferenciacéo de osteoblastos

A expressdo dos genes fator de transcri¢cdo 2 com dominio Runt (Runx2), fosfatase
alcalina (Alp), sialoproteina 0ssea (Bsp), osteocalcina (Bglap), osteopontina (Sppl),
osterix (Sp7), ligante do receptor para a ativacdo do fator nuclear kappa B (Rankl) e
osteoprotegerina (Opg) foram influenciadas pela aplicacdo do laser e pela utilizacéo das
membranas nos defeitos (p<0,05).

Verificou-se maiores niveis de RNAmM no Grupo OVX+PTFE+L para 0 Runx2,
fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina dssea (Bsp), osteocalcina (Bglap), osterix (Sp7) e
ligante do receptor para a ativacdo do fator nuclear kappa B (Rankl) (Figuras 27 a 32,
Tabelas 8 a 13) e maiores niveis para a osteopontina (Sppl) e osteoprotegerina (Opg) no
Grupo OVX+P(VDF) (Figuras 33 e 34; Tabelas 14 e 15).

Figura 27 — Quantificacdo do gene Runx2
em células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

2.0+
1.5+
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Expressao relativa de Runx2/Gapdh
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Tabela 8 — Valores de p encontrados para as comparagdes entre os diferentes grupos
estudados para 0 gene Runx2. Teste de Tukey (p<0,05).

Runx2

Grupos P
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,2104
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L < 0,0001

Figura 28 — Quantificacdo do gene Alp em
células 6sseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

Expresséo relativa de Alp/Gapdh

Tabela 9 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Alp. Teste de Tukey (p<0,05).

Alp
Grupos P
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,4858

OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,0007
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OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,0017

Figura 29 — Quantificacdo do gene Bsp em
células 6sseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

Expressao relativa de Bsp/Gapdh

Tabela 10 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Bsp. Teste de Tukey (p<0,05).

Bsp

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,0020
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,0033

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0001
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Figura 30 — Quantificacdo do gene Bglap
em células Osseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05

Expressao relativa de Bglap/Gadph

Tabela 11 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Bglap. Teste de Tukey (p<0,05).

Bolap

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,8959
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,0001

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L < 0,0001
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Figura 31 — Quantificacdo do gene Sp7 em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

2.0- b

Expressao relativa de Sp7/Gapdh

Tabela 12 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para 0 gene Sp7. Teste de Tukey (p<0,05).

Sp7

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,2225
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,0050

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,0382
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Figura 32 — Quantificagdo do gene Rankl
em células Osseas de calvéaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

Expressao relativa de Rankl/Gapdh

Tabela 13 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Rankl. Teste de Tukey (p<0,05).

Rankl

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,9536
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0001
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Figura 33 — Quantificacdo do gene Sppl em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

1.5+

Expressao relativa de Spp1/Gapdh

Tabela 14 — Valores de p encontrados para as comparacgdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Sppl. Teste de Tukey (p<0,05).

Sppl

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L <0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0001
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Figura 34 — Quantificacdo do gene Opg em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

1.5+

Expressao relativa de Opg/Gapdh

Tabela 15 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Opg. Teste de Tukey (p<0,05).

Opg

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L <0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,1911

Expressao dos genes associados com a diferenciacdo de osteoclastos

A expressdo dos genes receptor para a ativacdo do fator nuclear kappa B (Rank) e
do receptor para a calcitonina foram maiores para o Grupo OVX+PTFE+L (Figuras 35
e 36; Tabelas 16 e 17) e foram maiores também para a catepsina K (Ctsk) e MMP9 no
Grupo OVX+P(VDF) (Figuras 37 e 38; Tabelas 18 e 19).
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Figura 35 — Quantificacdo do gene Rank em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

Expressao relativa de Rank/Gapdh

Tabela 16 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Rank. Teste de Tukey (p<0,05).

Rank

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,8152
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0006

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0009
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Figura 36 — Quantificacdo do gene Ctr em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

2.0+

1.5+

Expressao relativa de Ctr/Gapdh

Tabela 17 — Valores de p encontrados para as comparacgdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Ctr. Teste de Tukey (p<0,05).

Ctr

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,7883
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,0001
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Figura 37 — Quantificagdo do gene Ctsk em
células dsseas de calvaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e

OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;

p<0,05).
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Tabela 18 — Valores de p encontrados para as comparacdes entre os diferentes grupos
estudados para o gene Ctsk. Teste de Tukey (p<0,05).

Ctsk

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,0003
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L 0,0010

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L 0,3696
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Figura 38 — Quantificacdo do gene Mmp9
em células 6sseas de calvéaria nos grupos
OVX+P(VDF), OVX+P(VDF)+L e
OVX+PTFE+L. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (Teste de Tukey;
p<0,05).

1.5+

Expressao relativa de Mmp9/Gapdh

Tabela 19 — Valores de p encontrados para as comparacfes entre os diferentes grupos
estudados para o0 gene Mmp9. Teste de Tukey (p<0,05).

Mmp9

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L <0,0001
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001
OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0156

A razdo da expressdo génica entre o ligante do receptor para a ativacdo do fator
nuclear kappa B (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) foi consideravelmente menor no
Grupo OVX+P(VDF). O Grupo OVX+PTFE+L foi 0 que apresentou a maior razao dentre
0s grupos estudados (Figura 39; Tabela 20) (p<0,05).
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Figura 39 — Quantificacdo da raz&o entre os
genes Rankl e Opg em células 6sseas de
calvaria.  nos grupos OVX+P(VDF),
OVX+P(VDF)+L e OVX+PTFE+L.

Letras diferentes indicam  diferenca
estatistica (Teste de Tukey; p<0,05).

3=

2+

Expressao relativa de Rankl-Opg/Gapdh

Tabela 20 — Valores de p encontrados para as comparagdes entre os diferentes grupos
estudados para a razdo entre os genes Rankl/Opg. Teste de Tukey (p<0,05).

Rankl/Opg

Grupos p
OVX+P(VDF) vs. OVX+P(VDF)+L 0,0010
OVX+P(VDF) vs. OVX+PTFE+L <0,0001

OVX+P(VDF)+L vs. OVX+PTFE+L <0,0001
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5. Discussao
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a neoformacéao de tecido 6sseo
nos defeitos preenchidos com a membrana de titanato de béario associada ou néo ao laser
e com a membrana de PTFE associada ao laser em calvarias de ratas ovariectomizadas, o

que pode ser comprovado pelos resultados histoldégicos e morfométricos.

A literatura tem demonstrado os beneficios da fotobiomodulacdo na reparagéo
0ssea (SIESSERE et al., 2011; ROSA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2014), porém o
assunto € bastante controverso tendo em vista as variagdes existentes nos protocolos de
irradiagdo. O protocolo utilizado neste estudo (diodo AsGaAL; comprimento de onda de
780 nm — infravermelho; 40 mW de poténcia e densidade de energia de 30J/cm?) foi
baseado em estudos anteriores que demonstraram sua efetividade na neoformacéo dssea
em animais ovariectomizados (SCALIZE et al., 2015), acarretando inclusive num
aumento do nimero de osteocitos (SCALIZE et al., 2019).

Da mesma forma que a fotobiomodulacdo, a técnica da regeneracéo tecidual
apresenta resultados positivos, pois a utilizacdo de membranas oclusivas permitea criacao
de um espaco propicio para as células osteoprogenitoras serem recrutadas, proliferarem
e se diferenciarem em osteoblastos (LINDE et al. 1993; KARRING et al., 1993).

Os resultados histologicos obtidos permitem verificar que os dois tipos de
membranas utilizadas neste estudo, a de titanato de bario e PTFE, promoveram a
formacdo de um novo tecido 0sseo, tanto quando associadas a fotobiomodulacéo quanto
quando utilizadas sozinhas como no caso da membrana de titanato de bario (LOPES et
al., 2014; SCALIZE et al., 2016; MARDAS et al., 2017).

A analise histologica evidenciou que os animais cujos defeitos foram preenchidos
com a membrana de titanato de bario apresentaram tecido 6sseo neoformado,com tecido
conjuntivo interposto entre 0 0sso e a membrana, resultado concorde com o estudo de
Lopes et al. (2014) e discorde do estudo de Scalize et al., (2016). Para este estudo foram
realizadas algumas alteracdes na composic¢do da membrana de titanato de bario a fim de
torna-la mais flexivel e menos lisa (texturizada) e este fato pode ter acarretado esta
diferenca nos resultados histoldgicos. As membranas de P(VDF- TrFE)/BT duras sdo
muito fridveis e constituem um problema no momento de sua inser¢éo no defeito dsseo.

Desta forma, a opcdo de utilizar uma membrana mais flexivel
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teve por objetivo facilitar a sua insercdo no defeito, sem que houvesse a sua ruptura. A
outra modificacdo realizada foi a texturizagdo, deixando a superficie da membrana mais
rugosa, com o objetivo de estimular uma maior formacdo de tecido 6sseo. Embora a
membrana de titanato de bario utilizada no estudo anterior de Scalize et al., (2016) fosse
lisa, observou-se a presenca de tecido 6sseo neoformado acima e abaixo desta, o que ndo
foi observado neste estudo nos grupos que receberam a membrana de titanato de béario
texturizada e que recebeu a membrana de PTFE associada ao laser. Por outro lado, no
grupo que associou o laser com a membrana de titanato de béario, foram observadas
trabéculas 6sseas acima e abaixo da membrana. Também nédo foram observadas células
inflamat6rias em nenhum dos grupos que utilizaram as membranas de titanato de bério e
de PTFE. Estudo recente detectou a presenca de macréfagos quando utilizado a
membrana de PTFE de alta densidade, demonstrando que a mesma nédo é completamente
bioinerte (KORZINSKAS et al., 2018). Embora em estudo anterior também néo
tenhamos observado a presenca de células inflamatdrias utilizando a membrana de PTFE
e tendo em vista que esta membrana ndo é completamente bioinerte, a associa¢do desta
com o laser pode ter colaborado para a auséncia de células inflamatdrias, pois sabe-se que
um dos grandes efeitos da fotobiomodulacdo ¢é a diminuicdo da inflamacdo (HAMBLIN
etal.,).

Por meio da analise morfométrica aqui realizada, que estava de acordo com 0s
parametros preconizados pela literatura (BOUXSEIN et al., 2010) foi possivel quantificar
a neoformacdo dssea evidenciada pela analise histoldgica em imagens tridimensionais

obtidas por microtomografia computadorizada.

Para os parametros volume 0sseo, superficie 6ssea, nimero de trabéculas,
espessura trabecular e separacdo trabecular ndo houve diferenca estatistica quando
comparados 0s grupos que receberam membranas, associadas ou ndo ao laser. Por outro
lado, todos estes grupos apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao volume 6sseo,
superficie dssea, nimero de trabéculas e separacdo trabecular quando comparados aos
Grupos Sham e OV X, o que demonstra que a membrana de titanato de bario foi eficaz,
induzindo a formacdo Ossea, independentemente de estar associada ao laser e que a
membrana de PTFE associada ao laser também teve efeitos positivos. Freitas et al. (2018)
ao utilizarem membranas de colageno associadas ao laser em baixa intensidade,
observaram maiores valores de neoformacdo dssea quando comparado ao grupo que

utilizou a membrana sozinha concluindo que a fotobiomodulagéo pode ser efetiva para o
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reparo 0sseo, quando associada com teécnicas de regeneracdo Ossea guiada. Esses
diferentes resultados provavelmente se devem aos diferentes tipos de membranas

utilizadas ou mesmo a diferenca no protocolo de irradiacao.

A neoformacdo Gssea observada nos defeitos preenchidos com a membrana de
titanato de bario por ser explicada devido a sua caracteristica piezoelétrica, ou seja, a
capacidade de se deformar com movimentos fisioldgicos e, consequentemente, fornece
estimulacdo elétrica as células ou tecidos danificados, sem a necessidade de uma fonte de
energia externa. Mesmo na auséncia de deformacdo, scaffolds piezoelétricos exibem
favoravel adsorcdo de proteina, e promovem a adesdo e proliferacdo celular,
possivelmente devido a polarizacdo permanente e as cargas nas superficies dos materiais
piezoelétricos ou deformacdo transitoria causada pela contragdo e extrusdo das células
aderidas (RAJABI; JAFFE; ARINZEH, 2015). O proprio 0sso é piezoelétrico e as cargas
e/ou potenciais que gera em resposta a atividade mecénica sdo capazes de melhorar o
crescimento 0sseo. Os materiais piezoelétricos sdo capazes de estimular o microambiente
elétrico fisioldgico e podem desempenhar um papel vital no estimulo a regeneragéo e
reparo (TANDON; BLAKER; CARTMELL, 2018), favorecendo a diferenciacédo
osteoblastica (TEIXEIRA et al., 2010).

Tao importante quanto a efetividade na neoformacéo Ossea, é a qualidade do
tecido 6sseo que foi formado com relacdo a sua resisténcia e isto pode ser verificado por
meio do parametro densidade de conectividade. Este pardmetro € muito importante
quando se analisa situacdes de osteoporose, tendo em vista que em mulheres na pds-
menopausa, observa-se diminui¢do da conectividade 0ssea, reduzindo a capacidade de
carga do osso (FIELDS; KEAVENY, 2012; KARLAMANGLA; BURNETT-BOWIE;
CRANDALL, 2018). Quando comparados 0s grupos que utilizaram membrana, foram
observados maiores valores de densidade de conectividade para os grupos com P(VDF-
TrFE)/BT associada ou ndo ao laser. Estes resultados sdo concordes com os de Scalize et
al., (2016) e desta forma podemaos inferir que o 0sso neoformado decorrente da presenca
de membrana de titanato de bario apresenta maior resisténcia que aquele formado na

presenca do laser associado com a membrana de PTFE.

A variacdo biologica na expressdo génica pode ser um fendtipo molecular
importante que pode afetar os pardmetros fisiolégicos (DE JONG; MOSHKIN;
GURYEV, 2019).
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As células obtidas dos tecido 6sseos formados na presenca das membranas e/ou
membranas e laser, foram analisadas no sentido de avaliar a expressdo de genes
relacionados a diferenciacdo de osteoblastos, tais como fator de transcrigdo 2 com
dominio Runt (Runx2), fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina dssea (Bsp), osteocalcina
(Bglap), osteopontina (Opn), osterix (Sp7); ligante do receptor para a ativacdo do fator
nuclear kappa B (Rankl) e osteoprotegerina (Opg); e de genes relacionados a
diferenciagéo de osteoclastos: receptor para a ativagdo do fator nuclear kappa B (Rank),
catepsina K, metaloproteinase-9 da matriz (Mmp-9) e receptor para a calcitonina.

Nossos resultados demonstraram que, quando comparados aos grupos que
receberam a membrana de titanato de bario e titanato de bario com laser, 0 grupo que
recebeu a membrana de PTFE associada ao laser apresentou maior expressao génica para
0s seguintes marcadores osteoblasticos: Runx2, fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina
Ossea (Bsp), osteocalcina (Bglap), osterix (Osx) e ligante do receptor para a ativagdo do
fator nuclear kappa B (Rankl). Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
utilizando este mesmo modelo (ratas ovariectomizadas) e as membranas de PTFE e
titanato de bario, também verificamos uma maior expresséo génica de Runx2, Bsp, Osx e

Rankl nos animais que receberam a membrana de PTFE (SCALIZE et al., 2016).

Os niveis de Runx2 para o0 grupo que utilizou a membrana de P(VDF-TrFE)/BT e
para 0 grupo que utilizou a membrana de P(VDF-TrFE)/BT associada ao laser foram
semelhantes, porém significativamente inferiores aos do grupo que utilizou a membrana
de PTFE associada ao laser, o que demonstra que o laser ndo foi capaz de modular a
expressdo deste gene. Por outro lado, parece que o laser foi capaz de modular
positivamente a expressdo deste gene quando associado a membrana de PTFE, pois 0s
resultados obtidos neste estudo foram superiores aos de Scalize et al. (2016) que também
utilizaram esta membrana em ratas ovariectomizadas, porém sem associa¢cdo com laser.
O mesmo padrdo de expressdo foi encontrado para a fosfatase alcalina, osteocalcina,
osterix e Rankl nos grupos estudados. Oliveira FA et al. (2017) ao estudarem a acdo do
laser de AsGaAl de 780 nm em células MC3T3-E1, também verificaram um aumento de
fosfatase alcalina, evidenciada pela maior viabilidade e maior diferenciacdo celular.
Tendo em vista que a Alp € um dos primeiros genes expressos no processo de
mineralizacdo extracelular (GOLUB; BOESZE-BATTAGLIA, 2007) através da
liberacdo de fosfato inorganico (HALLING LINDER et al., 2017), podemos inferir que

a associacdo do laser em baixa intensidade com a membrana de PTFE modulou de forma



Discussdo | 82

positiva a fosfatase alcalina tendo em vista a sua maior expressao quando comparada aos
demais grupos. Ressalta-se ainda que os niveis de fosfatase alcalina, osteocalcina, osterix
e Rankl aqui encontrados foram bem superiores aqueles quando a membrana de PTFE foi
utilizada isoladamente (SCALIZE et al., 2016). O Rankl é um importante determinante
da reabsorcéao 6ssea na deficiéncia de estrogeno (EGHBALI-FATOURECHI et al., 2003)
e 0S menores niveis expressos foram encontrados nos grupos que receberam a membrana
de titanato de béario sozinha ou associada com o laser. Portanto, a membrana texturizada
de titanato de bario por si s6 foi o que determinou a menor expressao de Rankl. Com
relacdo especificamente ao gene da sialoproteina Gssea, proteina que promove a
nucleacdo dos cristais de hidroxiapatita e a diferenciacdo de osteoblastos (GORDON et
al., 2007) foi possivel verificar que a associa¢do do laser em baixa intensidade com a
membrana de P(VDF-TrFE)/BT foi prejudicial, tendo em vista a sua menor expressao
quando comparado ao grupo que recebeu somente a membrana de titanato de bario. Aléem
disso, foi mantido o padréo de uma maior expressao para o grupo que utilizou a membrana

de PTFE associada ao laser.

A osteopontina (Sppl) juntamente com a osteocalcina desempenham papéis
fundamentais nas funcdes bioldgicas e mecanicas do 0sso e juntas desempenham papéis
importantes na determinacdo do tamanho, forma e resisténcia dssea (Bailey et al., 2017).
Nesse estudo, houve uma maior expressao de Sppl para o grupo que utilizou somente a
membrana de P(VDF-TrFE)/BT. O laser associado a membrana de P(VDF-TrFE)/BT foi
capaz de modular de forma negativa a expressao de Sppl, pois este grupo apresentou
niveis significativamente inferiores de expressao quando comparado ao grupo P(VDF-
TrFE)/BT. Por outro lado, os niveis de Sppl foram significativamente inferiores para o
grupo que utilizou o PTFE associado ao laser, quando comparados aos grupos P(VDF-
TrFE)/BT e P(VDF-TrFE)/BT associado ao laser, modulando negativamente a expressao

deste gene.

Com relacdo a osteoprotegerina, cujo efeito biolégico principal é inibir a
diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, verificou-se que a utilizacdo da membrana de
P(VDF-TrFE)/BT isolada foi a que levou a uma maior expressao génica enquanto que 0s
demais grupos que utilizaram o laser apresentaram niveis semelhantes. O mais alto nivel
de Opg na presenca da membrana de titanato de bario indica inibi¢do da osteoclastogénese
e, portanto, protecdo contra reabsorcdo excessiva de tecido (WALSH; CHOI,2014).
OLIVEIRA LSS et al. (2017) verificaram imunocoloragéo mais intensa para Opg
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quando associaram o laser diodo AsGaAl a esponja de coldgeno em defeitos 6sseos em
ratos saudaveis, com densidade de energia de 120 J/cm? e poténcia de 50 mW. Estes
pesquisadores sugerem que o0 uso da esponja de colageno associada a laserterapia em
baixa intensidade poderia oferecer uma vantagem sinérgica na melhoria da cicatrizacdo

das fraturas Osseas, fato que ndo foi observado neste estudo.

A associagéo do laser com a membrana de PTFE influenciou na maior expressao
de Rank, do receptor de calcitonina e Mmp9. Porém, os maiores valores encontrados para
a expressao de catepsina K e Mmp9 foi para o grupo P(VDF-TrFE)/BT sem associacao
com o laser. Quando analisada a relacdo Rankl/Opg, o grupo PVDF foi 0 que apresentou
a menor razao, sugerindo a modulacdo genética pela membrana e indicando que a
membrana de titanato de bario previne a reabsorcdo 0ssea diminuindo a ativacdo dos
osteoclastos no local a ser reparado e diminuindo por consequéncia o remodelamento
0sseo (LIMA et al., 2008; SCALIZE et al., 2016).

Podemos citar como limitacdo deste estudo a dificuldade de localizacdo dos
defeitos para a irradiacdo. Outro fator que podemos considerar limitacdo, foi que embora
os defeitos tivessem sido irradiados em suas margens, componentes da membrana de
titanato de bario poderiam de alguma forma ter dispersado o feixe do laser, e desta forma,

ndo haveria a deposicdo da energia total na regido do defeito dsseo.

Diante do exposto, nossa hipdtese inicial foi rejeitada, pois o laser quandoutilizado
com a membrana de titanato de bario ndo acarretou alterac6es significantes comrelacdo a
expressdo de marcadores osteoblasticos e osteoclasticos. O laser quandoassociado com a
membrana de PTFE, atuou de forma sinéergica, elevando a expressdo demarcadores
osteoblasticos, mas esse aumento ndo foi o suficiente para refletir de modo significante
nos parametros morfométricos analisados. Novos estudos poderiam serrealizados com
diferentes parametros fotobiomoduladores a fim de verificar a ocorrénciade sinergia da

utilizacdo do laser com a membrana de titanato de bario.
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6. Conclusoes
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

1 - Os parametros de fotobiomodulagéo utilizados neste estudo ndo influenciaram
positivamente a reparagdo 6ssea quando associada com a membrana de titanato de bario.

2 — Diante da osteoporose, a membrana texturizada de titanato de bario,
independente da associagdo com a terapia de fotobiomodulagdo, mostra-se como uma

0pGAo0 promissora para o reparo 0sseo.
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ANEXO 1

Metodologia para Obtengdo de Membranas Texturizadas do composito
P(VDFTrFE)/BaTiO:s.

Preparacdo de P6s de BaTiO3z com distribuicdo submicrométrica e nanométrica de

tamanho.

Os p6s de BaTiO3 foram preparados pelo método quimico do citrato precursor. Neste
procedimento solucBes de citrato de titénio, previamente preparadas, foram adicionadas
ao carbonato de bario em meio de etileno glicol. Ap6s o ajuste de pH (entre 5.0 a 6.0) as
solugdes foram mantidas sob aquecimento (90°C) e agitacdo até a formacdo da resina
polimérica de citrato-metal. A resina foi queimada a 400°C em atmosfera oxidante (ar) e
posteriormente calcinada ao ar, em temperaturas entre 7001000°C. O material resultante
foi caracterizado por DRX e espectroscopia no infravermelho (FTIR). A morfologia dos
pOs nanométricos foi observada por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e
microscopia eletronica de Varredura (SEM). A distribuicdo de tamanho de particulas foi
analisada por espectroscopia de emissédo acustica — potencial zeta (DispersionTechnology,
model DT1200), e isotermas de adsor¢do de N2 no equipamento da Quantachrome

Instruments (modelo Nova 1000e).

PGs de bario comercial também foram utilizados. Para tal, Titanato de Bario marca
Aldrich, foi finalmente dividido, empregando moinho planetario e moinho excéntrico de
alta energia. Os pos obtidos foram caracterizados quanto a cristalinidade por Difracéo de
Raios X (DRX), e quanto a morfologia das particulas pelas isotermas de adsorcédo de N>

no equipamento da Quantachrome Instruments (modelo Nova 1000e).

Obtencdo das Membranas do composito poli(fluoreto de vinilideno-trifluor

etileno)/titanato de bario

A matriz polimérica foi constituida do copolimero aleatério de PVDF-TrF 80/20
% em mol, marca PiezoTech (Pierre-Benite Cedex, Franca) dado as propriedades
ferroelétricas deste copolimero. Os compoésitos PVDF-TrFE/BaTiO3 foram obtidos pela

dispersdo de particulas cerdmicas no copolimero dissolvido em dimetilformamida. A
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dispersdo foi estimulada por ultrassom de alta poténcia (Sonics and Materials, modelo
VCX750) para aumentar a homogeneidade e estabilidade das dispersdes.

Dispersdes homogeéneas e estaveis foram moldadas na forma de membranas com
espessura entre 50-70 pm. Para tal, empregou-se uma maquina de deposi¢cdo
experimental, que consiste em dois bragos conjugados que movimentam um bico aspersor
de 0,3 mm nas direcGes x e y. O bico aspersor é alimentado por gravidade com a dispersdo
de P(VDF-TrFE)/BaTiOz/DMF. Um compressor de ar limpo e seco mantem pressao
constante e ajustavel entre 15 a 50 psi, permitindo que o bico aspersor pulverize a
disperséo P(VDF-TrFE)/BaTiOs:/DMF de forma controlada sob um recipiente medindo
300x400 mm contendo &gua deionizada. Os bragos conjugados sdo controlados por
processador Arduino, e movimentam-se com velocidades ajustaveis entre 10 a 30mm/s,
permitindo desta forma controle sobre a espessura do filme produzido. A textura do filme
é controlada pela presséo de trabalho do bico aspersor.

A membrana depositada no recipiente contendo agua foi entdo coletada
manualmente, e submetida ao vacuo em estufa durante 24 horas, na temperatura de 100°C
para secagem. A presenca de solvente residual foi monitorada por espectroscopia de infra-

vermelho por transformada de Fourier (FTIR).

As caracteristicas estruturais da membrana do compoésito P(VDFTrFE)/BaTiO3
foram avaliadas por DRX, empregando um difratbmetro da marca PanAnalytical (modelo
XPert Pro) e FTIR. A microestrutura dos compositos foram analisadas por microscopia

eletronica de varredura (MEV), em um microscopio da marca Shimadzu, modelo SS550.

A rugosidade superficial das membranas foi avaliada por microscopia de forca

atdbmica (AFM) em um microscopio da marca Angstron, operando em modo ndo contato.

A porosidade do filme de compoésito bem como a morfologia dos poros também
foi avaliada pelas isotermas de adsorcao-desorcdo de N2 (ASAP Micrometrics modelo
2010).

A molhabilidade das membranas foi avaliada pelas medidas de angulo de contato,
que € medido em um projeto de perfil, da marca Kruss, modelo Easy Drop, empregando

solucdo aquosa de MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco).
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Polarizacéo elétrica dos compositos

Nesta etapa, compdsitos foram polarizados eletricamente a fim de tornarem-se
piezoelétricos, ja que uma das hipoteses que sustentam a inducdo da osteogénese
provocada por este tipo de composito, esta relacionada a distribuicao espacial de cargas

elétricas quando este compasito é estimulado.

Para tal, a polarizacdo elétrica foi conduzida em corrente continua, com campos
entre 8 a 10 MV/m empregando fonte de alta tensdo da marca Gamma High Voltage
(modelo ES-40P).

As propriedades ferroelétricas foram caracterizadas pelos ciclos de campo elétrico
versus Polarizacdo ferroelétrica (Radiant Tester USA). A caracterizacdo ferroelétrica do
composito foi fundamental para estabelecer as condicGes ideais de polarizagédo
ferroelétrica do compdsito. Nas condicOes ideais de polarizacdo (tempo campo elétrico
temperatura) as membranas foram polarizadas e em seguida os coeficientes piezoelétricos

(d33 g33) foram obtidos por um d33 piezo-tester (Sinocera).
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