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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar in vivo a influéncia da aplicagao
topica do cloreto de estrdncio no crescimento 6sseo em defeitos realizados em
mandibula de coelhos da raca New Zealand, fémeas. Utilizou-se 12 animais para a
criagao dos defeitos dsseos na regiao lateral de mandibula, bilateralmente. Portanto
foram realizadas 24 cirurgias padronizadas com o uso de brocas trefinas de 5,0 mm.
Nos defeitos do lado direito foram implantadas esponjas de colageno reabsorviveis
embebidas em soro fisiologico (grupo controle). Nos defeitos do lado esquerdo,
foram implantadas esponjas reabsorviveis embebidas em solugdo de cloreto de
estroncio a 2M (grupo teste). Todos os defeitos foram cobertos com membranas
reabsorviveis de colageno, as quais foram fixadas com parafusos de titdnio. Os
animais foram divididos em 4 grupos de 6 animais, de acordo com a data de
sacrificio: Grupo A (controle de 28 dias); Grupo A1 (teste de 28 dias); Grupo B
(controle de 56 dias); Grupo B1 (teste de 56 dias). Apds o sacrificio as amostras
foram analisadas e a avaliagdo do crescimento 6sseo foi realizada com o auxilio de
microscopia de luz. Os resultados encontrados na andlise de 28 dias demonstraram
que houve um maior crescimento 6sseo no grupo teste (A1) em relagdo ao grupo
controle(A). No Grupo A (controle) predominou a presenga de um tecido conjuntivo
denso com a presencga de infiltrado inflamatério crénico.Nas amostras de 56 dias
observou-se também uma maior taxa de formagao dssea no grupo B1 (teste 56 dias)
em relagdo ao grupo B (controle 56 dias), sugerindo que o cloreto de estréncio em

uso topico estimulou de forma favoravel a reparagdo éssea neste experimento.

Palavras chaves: Estroncio, Cloreto, Regeneragao 6ssea.



ABSTRACT

The aim of the present study was to analyze in vivo the influence of the topical
application of the strontium chloride in the bone growth in defects accomplished in
jaw of rabbits of the race New Zealand, female. it was used 12 animals for the
creation of the bone defects in the lateral area of jaw, bilaterally. Therefore 24
surgeries were accomplished standardized with the use of 5.0 mm trephine drills. In
the defects on the right side, resorbable collagen sponges were implanted, soaked in
physiologic serum (group control). In the defects on the left side, resorbable collagen
sponges were implanted, soaked in 2M solution of strontium chloride (group test). All
of the defects were covered with resorbable collagen sponges, which were fastened
with screws of titanium. The animals were divided in 4 groups of 6 animals, in
agreement with the sacrifice date: group A (controls of 28 days); Group A1 (tests of
28 days); Group B {controls of 56 days); Group B1 ( tests of 56 days). After the
sacrifice the samples were analyzed and the evaluation of the bone growth was
accomplished with the aid of light microscopy. The results found in the analysis of 28
days demonstrated that there was a larger bone growth in the test group (A1) in
relation to the control group (A). In the Group A (controls) the presence of a dense
connective tissue prevailed with the presence of chronic inflammatory response. In
the samples of 56 days was also observed a larger tax of bone formation in the group
B1 (test 56 days) in relation to the group B (control 56 days), suggesting that the
strontium chloride in topical use stimulated in a favorable way the bone repairing in

this experiment.

Key words: Strontium, Chloride, bone Regeneration.
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1. INTRODUGAO

O tecido dsseo é um tecido conjuntivo especializado, vascularizado e muito
celularizado que apresenta alto metabolismo, respondendo aos estimulos incidentes
de diversas formas.

A formacao deste tecido realiza-se através da producio celular de uma matriz
organica capaz de receber mineral, tendo como pré-requisitos a atividade de uma
enzima denominada fosfatase alcaiina e um bom suprimento sanguineo. Esta
sintese envolve numerosos processos complexos, relacionados com esta enzima,
com as células e com o metabolismo ésseo. (DOUGLAS, 2000)

O tecido 6sseo é altamente evoluido. Sua rigidez e resisténcia se devem a
uma estrutura tridimensional constituida de feixes de fibras de colageno do tipo |
associada a alta impregnacado mineral desta matriz por cristais de hidroxiapatita,
sendo altamente dinamico, e apresentandc um processo de renovagao tecidual
constante, o que previne o seu envelhecimento.

Dependendo dos fatores que agem sobre o tecido 6sseo, ele pode responder
com processos de reabsor¢do ou de deposigao 6sseas, que representam a fisiologia
normal deste tecido. O processo de reparagéo éssea depende destes mecanismos
de deposicédo e reabsorgédo, que sdo essenciais ao sucesso das diversas condutas
clinicas realizadas nas varias especialidades, como por exemplo, a periodontia, a
cirurgia e mais recentemente a implantodontia.

Buscam-se, atualmente, através de pesquisas cientificas, mecanismos e
conhecimenios que possam otimizar o processo de reparagdo Ossea com

conseqiiente melhoria dos resultados. (BRANDI, 1993)
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Seria muito atil desenvolver condigbes que ndo somente melhorassem a
qualidade da reparagéo dssea como também acelerassem este processo, trazendo
ao clinico e ao paciente maior previsibilidade nos procedimentos que envolvem este
tecido.

Pesquisadores tém estudado exaustivamente formas de incentivar as
condigoes de neoformacgédo dssea, aumentando as possibilidades de osteoindugao,
estimulando a sintese dssea, principalmente naquelas situagdes onde nao seria
mais possivel a presenca deste tecido. Buscam também um maior controle nos
processos de reabsorgao 6ssea. (BRANDI, 1993)

Deste modo, seria possivel criar uma situagéo ideal para que os implantes
osseointegrados conseguissem atingir seus objetivos de reabiltar as areas
edéntulas, parciais ou totais, de nossos pacientes.

Sabe-se, por outro lado, que os minerais e elementos residuais afetam a
formagao e a reabsor¢ao 6sseas, atraveés dos efeitos diretos ou indiretos nas células
dsseas ou no mineral dsseo. Assim sendo, muito se tem estudado a respeito de
substancias que possam cumprir este papel, como por exemplo, Proteinas Osseas
Morfogenéticas (BMPs), Plasma Rico em Plaquetas (PRP) , Horménio do
Crescimento Humano e mais recentemente, ions semelhantes ao calcio, tais como o
estréncio.

Alguns elementos residuais relacionados quimicamente ao calcio, como o
estréncio, tém efeitos farmacolégicos no osso quando presentes em niveis mais
altos do que aqueles requeridos para o funcionamento normal das células.

O estréncio € um dos metais alcalinos terrosos. Foi descoberto em 1790

numa mina préxima de um vilarejo escocés chamado Strontian e foi isolado em
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1808. Ele nunca aparece livre na natureza, porque oxida rapidamente, formando
6xido de estroncio, que tem uma coloragéo amarelada.

O sal de estroncio, na forma de cloreto, parece agir como um agonista de
osteoblastos e um bloqueador da replicagao e fungdo dos osteoclastos, fungdes
estas que podem ser explicadas pela ativagéo de receptores de Ca.

Importante seria salientar que o cloreto de estréncio tem sido exaustivamente
estudado na area medica, especificamente quanto ao tratamento do processo de
osteoporose. Porém, na Odontologia, ainda ndo existe uma literatura cientifica
significativa, sobretudo na especialidade da implantodontia, e portanto, este poderia
ser um vasto campo a ser explorado.

Diante da constatagdo da eficacia terapéutica do estréncio nas varias
especialidades da Medicina imaginamos que, devido as suas propriedades
farmacolégicas sobre 0 0ss0, o cloreto de estrdncio poderia contribuir positivamente
no processo de remodelacdo 6ssea. Portanto este trabalho tem a finalidade de

verificar se as tais propriedades farmacoldgicas podem ser observadas em um

modelo animal (coelhos).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Tecido 6sseo

2.1.1.Tecido 0sseo primario e tecido 6sseo secundario

Segundo Tem Cate (1998), o tecido ésseo consiste em 33% de matriz
organica, dos quais 28% é colageno tipo | e os outros 5 % proteinas n&o
colagenosas, tais como osteonectina, osteocalcina, proteina morfogenética 6ssea,
proteoglicanas Osseas e sialoproteina O6ssea. A matriz organica é permeada por
cristais de hidroxiapatita, que perfazem os 67% restantes.

O tecido 6sseo pode ser dividido histologicamente em primario (imaturo) ou
secundario (maduro ou Harvesiano). Em qualquer formagao dssea o tecido 6sseo
primario é sempre o primeiro a se formar, sendo entao substituido pelo tecido dsseo
secundario, quando as condicbes assim o permitirem. (CATE, 1998)

A arquitetura do tecido 6sseo primario apresenta fibras colagenas dispostas
em varias dire¢des sem organizagao definida, menor quantidade de minerais e maior
porcentagem de ostedcitos que o tecido Osseo secundario (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 1999).

Ja o osso maduro, seja compacto ou esponjoso, é considerado idéntico sob a
luz da histologia, ou seja, constituido de camadas ou lamelas microscépicas
concéntricas, que, se vistas em trés dimensodes, se assemelham a cifindros que
seguem o longo eixo dos 0ssos, os chamados sistemas de Havers ou osteons. No

centro de cada sistema de Havers existe o canal de Havers, que abriga em seu

interior vasos sanguineos (CATE, 1998).
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Os canais Haversianos sao interligados por canais colaterais, denominados
canais de Volkmann, que também abrigam vasos sanguineos, estruturando desta
forma uma rica rede vascular através do osso compacto e esponjoso (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 1999).

Ao redor de cada 0sso compacto existe uma camada de tecido conjuntivo
denso modelado, de fungdo osteogénica, denominado peridsteo, que apresenta
dupla camada, sendo uma mais externa (essencialmente fibrosa) e outra mais
interna (rica em células, principalmente células osteoprogenitoras, ou precursoras de
osteoblastos). Este peridsteo tem fungdo essencial para a manutencdo e o
crescimento 0sseos, pois é responsavel pela irrigagdo sanguinea das camadas
superficiais do tecido dsseo, formacdo de células de sintese Gsseas e ainda
desempenha papel importante na reparacio de defeitos deste tecido (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 1999).

Os ossos tém funcdes variadas, ja que constituem o esqueleto que confere a
morfologia geral do corpo, protegendo e suportando 6rgaos viscerais e servindo para
insercbes de tendbes musculares. Conferem flexibilidade ao corpo, além de serem

muito importantes para a manutengdo da homeostase e reserva de minerais.

(CALVO et al,, 1996).

2.1.2. Células 6sseas

No tecido 6sseo encontramos células distintas responsaveis pela formagao,

manuteng&o e reabsorgéo deste tecido. Sao denominadas osteoblastos, ostedcitos e

osteoclastos, respectivamente.
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Segundo Tem Cate (1998), os osteoblastos sdo células uninucleadas que
sintetizam proteinas colagenosas e também n3o colagenosas. Derivam da céluta
mesenquimal multipotente e sdo responsaveis tanto pela formagdo da mairiz
orgénica dssea (ostedide) quanto pela sua mineralizagao. Sao células cubdides, ou
ligeiramente alongadas, responsaveis pela matriz organica do osso (SODEK;
MCKEE, 2000). Formam uma camada celular sobre a superficie 6ssea e parecem
controlar a entrada e saida de ions no osso. Quando o tecido ésseo ndo mais esta
em formacgao, os osteoblastos que revestem a superficie do osso se tornam inativos,
recebendo o nome de células de revestimento.

Os osteoblastos, quando aprisionados pela matriz 6ssea por eles mesmos
produzida, passam a ser denominados osteécitos. Estes, por sua vez, apresentam
morfologia diferente dos osteoblastos, com citoplasma eliptico, menor nimero de
organelas e um metabolismo mais baixo. Sua fungéo, segundo diversos autores, é
produzir matriz 4ssea em regime de producgéo lento, apenas com a finalidade de
manutencao da matriz éssea ja construida anteriormente. Encontramos ainda, no
tecido 6sseo, células denominadas osteoclastos, cuja origem difere dos osteoblastos
e ostedcitos. Enquanto estes derivam da célula mesenquimatica, os osteoclastos
derivam dos mondcitos, que se fundem em grande nimero constituindo uma célula
gigante e muitinucleada. O citoplasma dos osteoclastos mostra-se rico em
lisossomos, permitindo que esta célula produza enzimas digestivas, principalmente a
colagenase, enzima esta que agira na desorganizagao do colageno tipo |,
constituinte principal da porgdo organica da matriz éssea. Além disso, os
osteoclastos produzem em seu metabolismo 4cidos organicos, que agirdo na

dissolucéo da parte mineral da matriz 6ssea, ou seja, nos cristais de hidroxiapatita.
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Desta forma, os osteoclastos sdo células que reabsorvem o tecido 6sseo,

participando fisiologicamente na dinamica deste tecido.

2.2. Fisiologia e Metabolismo Osseos

Junqueira et al. (1999) cita que o tecido ésseo contém 99% do calcio do
organismo e atua no controle da calcemia, que deve ser mantida constante para o
funcionamento normal do organismo. Ha um intercAmbio continuo entre o célcio do
plasma sanguineo e o dos o0ssos, sendo este mobilizado rapidamente entre
compartimentos quando necessario. Segundo este autor, ha dois mecanismos
basicos de transferéncia do cdlcio dos ossos para o sangue. O primeiro se deve
simplesmente a transferéncia dos ions dos cristais de hidroxiapatita para o liquido
intersticial e dai para o sangue, por um mecanismo puramente fisico, favorecido pela
grande superficie dos cristais. O segundo, mais complexo, se deve a agédo do
horménio da paratiredide, o paratormdnio, gue causa um aumento no numero de
osteoclastos e reabsorcao da matriz dssea, com liberagdo de fosfato de calcio e
aumento da calcemia.

Um outro hormonio, a calcitonina, produzida pelas células parafoliculares da
tiredide, inibe a reabsor¢ao da matriz e consequentemente a mobilizagao do calcio.

Junqueira et al. (1999) ainda cita que o tecido ésseo & muito sensivel a
diversos fatores nutricionais. A falta de proteinas na dieta acarreta uma deficiéncia
dos aminoacidos necessarios a sintese do coldgeno pelos osteoblastos, enquanto

uma deficiéncia de calcio leva a uma calcificacao incompleta da matriz organica

produzida.
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A deficiéncia de célcio pode ser devida a falta deste ion nos alimentos ou a
falta de vitamina D, que promove a absorgao intestinal do mesmo. A vitamina D atua
sobre o DNA nuclear das células de revestimento do intestino delgado, induzindo a
producao de BRNA mensageiro, responsavel pela codificacdo da proteina
transportadora de célcio através da membrana celular.

Outra vitamina que influencia diretamente o tecido ésseo é a vitamina C, ou
acido ascorbico. Sua deficiéncia dificulta a sintese de colageno por todas as células
produtoras desta proteina, inclusive os osteoblastos e acarreta uma diminuigdo no
crescimento 6sseo.

Sobre os hormdnios que agem sobre o tecido dsseo, Junqueira et al. (1999)
citam que o horménio do crescimento tem papel relevante. Este horménio estimula o
crescimento em geral, sendo que no caso do tecido dsseo sua acdo se mostra
indireta. Este hormdnio age estimulando certos érgaos, principalmente o figado, a
produzir somatomedinas, que tém efeito sobre o crescimento. Quanto aos hormdnios
sexuais, tanto masculinos quanto femininos, tém um efeito complexo sobre os 0sso0s,
sendo, de um modo geral, estimuladores da formacao de tecido 4sseo. Estes
hormdnios influem sobre o aparecimento dos centros de ossificacao.

Segundo Misch (2000) o mineral 6sseo é a primeira reserva metabdlica do
elemento essencial calcio. Além de seus papeis de sustentacio e protegao, o tecido
ésseo apresenta a func@o de metabolismo do célcio. O autor explica que a fisiologia
dssea & controlada por uma interagao de fatores mecéanicos e metabolicos, ou seja,
este tecido esta sujeito as forgas e horménios. Sob circunstancias mais fisiologicas,
a formacao dssea é principalmente regulada pela carga funcional. Por outro lado, os
mediadores biomecanicos do metabolismo do célcio (PTH, estrogénio, vitamina D e

outros) predominam no controle da reabsorcao. Este autor cita que para cumprir seu
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papel duplo, de suporte e metabolismo, o osso responde a um complexo conjunto de
mediadores mecanicos, bioelétricos, metabdlicos e locais {citocinas e fatores de
crescimento). Em condigbes de estabilidade, a diferenciagdo dos osteoblastos é
mecanicamente mediada, ou seja, depende do estresse ou esforco. Mas nos
processos de reparacao, surge uma resposta amplamente orientada pelas citocinas,
fatores de crescimento locais e vascularizagao abundante.

Misch (2000) cita que a remodelagdo Ossea existente neste tecido é
representada pelos processos de ativagao, reversao e formacao, caracterizando um
ciclo, que em coelhos é de cerca de 6 semanas e nos humanos, cerca de 17
semanas.

Este processo de remodelagdo, segundo o autor, inciui todas as alteragdes
localizadas nos osteons ou trabéculas individuais: modificacao, hipertrofia, atrofia ou
reorientagao.

O tecido 6sseo esta constantemente sendo renovado, ativado por micro
traumas. Desta forma, o osso velho esta constantemente sendo substituido por osso
novo, no mesmo local, causando entdo uma substituigao total do esqueleto adulto ha

aproximadamente cada 10 anos. (MONOLAGAS 2000).

2.3. Histodinamica do Processo de Reparagao Ossea

Segundo Davis (2000), a diferenga entre remodelagéo dssea e reparo 0sseo e

a presenca de sangue extra vascular.

Na remodelacdo 6ssea, as células osteogénicas sdo derivadas de céiulas

perivasculares que atingem a superficie 6ssea a ser remodelada. J& numa fratura e

reparo 6sseos, a populagdo de células osteogénicas é derivada da medula 6ssea,
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incluindo células mesenquimais indiferenciadas, ostedcitos e osteobiastos. Nesse
caso, a populagao de células osteogénicas migra direto através de um arcaboucgo
formado pelo coagulo sanguineo.

O tecido 6sseo atravessa trés processos importantes no processo de
regeneragdo que sao: (1) osteocondugdo, que consiste na migragdo de células
osteogénicas diferenciadas; (2) formacio de tecido 6sseo neoformado, que & o
produto da mineralizagdo da matriz éssea constituida; (3) remodelagdes ésseas,
caracterizadas pelo dinamismo do tecido ¢sseo, remodelando os OGsteons
constantemente por meio de formacgéo de novo osso.

Osteon ou sistema Harvesiano, no osso aduito, é o conjunto anatémico
constituido por fibras colagenas e cristais de hidroxiapatita, que se orientam

conceniricamente ao redor de um vaso sanguineo (DOUGLAS et al., 2000).

2.3.1. Eventos precoces do reparo 6sseo

Em mamiferos ocorre a total reconstituicio 6ssea em estados a estados de
pré-injuria. Por esta raz&o, Brighton, Walter e Talbot (1984, 1996 apud PERRI et al.,
2002) afirmaram que a terminologia deve ser regeneragao 6ssea ao invés de reparo.

A hemorragia que acontece numa loja éssea cirdrgica resulta em formagao de
codgulo e leva ao desenvolvimento de fibrina. Outros dois mecanismos além da
formacéo do coagulo contribuem para a homeostasia. A vaso constrigao faz diminuir
o sangramento, a retragdo do coagulo condensa o tampéo hemostatico e reduz o
tamanho do sitio da ferida. Estes s&o eventos importantes para o reparo por duas
razbes: (1) os componentes biolégicos iniciais sdo proteinas e outras

macromoléculas, além de células que interagirdo subsequentemente iniciando suas
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fungdes metabdlicas; (2) a liberagio de citocinas e fatores de crescimento das
plaquetas degranuladas em coagulo sanguineo tém um efeilo estimulador na
regeneracao de fraturas. Fatores de crescimento derivados de plaguetas (PDGF)
tém mostrado ser estimuladores da mitose para fibroblastos e células ésseas e o
fator de crescimento de transformagao B (TGF-B) aparece em trombos de fraturas,
estimulando a formagéo de coldgeno do tipo | pelas células 6sseas. O periodo de
vida das plaquetas em uma ferida e a direta influéncia dos fatores de crescimento é
menor do que cinco dias (MARX et al., 1998).

O PDGF também e sintetizado e secretado por outras células, como
macréfagos e células endoteliais. Considera-se o primeiro fator de crescimento
presente em uma ferida e em estagios iniciais de cicatrizagdo dos tecidos
conjuntivos, incluindo regenera¢ao e reparo 6sseo. O PDGF age aumentando a
populagao de células de cicatrizagao, estimulando a replicagéo de células tronco da
medula e osteoblastos do enddsteo, estimulando a angiogénese e a ativagao de
macréfagos (MARX et al., 1998).

Quanto ao TGF-B, faz da parte da superfamilia de fatores de crescimento e
diferenciacéo, dentre os quais se encontra a BMP. Séo divididos em TGF-b1 e TGF-
b2. Da mesma forma que o PDGF, sao sintetizados e encontrados nas plaquetas e
nos macréfagos, e quando liberados por sua degranulagao, ou ativamente
sintetizados e secretados por macréfagos, atuam como fatores de crescimento
paracrino (Fator de crescimento produzido por uma céiula que agira em uma outra
célula adjacente), afetando fibroblastos, células tronco da medula dssea e pré-
osteoblastos. Entretanto, cada uma destas células tem também a habilidade de
sintetizar e secretar sua propria proteina TGF-B para atuar sobre outras células, ou

atua sobre si, agindo em sua prépria membrana. O TGF-B representa entdo um
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mecanismo estimulador de uma cicatrizagédo a longo prazo e controla a regeneragao
Ossea. A funcéo principal do TGF-b1 e do TGF-b2 é considerada a quimiotaxia e a
estimulacdo da multiplicagdo de pré-osteoblastos. Também agem inibindo a
formagdo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea. Age também estimulando a
quimiotaxia de macrofagos, que servirdo de rica fonte de fatores de crescimento, a
partir do terceiro dia (MARX et al., 1998).

O tecido dsseo é altamente povoado por células osteoprogenitoras e estas,
por meio de sucessivas mitoses, dao origem a outras células 6sseas. Em condi¢bes
emergenciais, as diferenciagbes celulares provenientes das  células
osteoprogenitoras se mostram insuficientes para o processo de cura, participando,
desta forma, outras células mitoticamente competentes neste processo. Numa ferida
Ossea, o bloqueio da circulagdo sanguinea causa isquemia local e necrose das
bordas da ferida. Esta necrose acontece por falta de oxigenacao dos osteécitos, que
em condigdes normais ndo se situam a mais do que 0,7 mm de um capilar
sanguineo. Ocorre a diapedese de leucdcitos através do coagulo determinada por
fatores quimioatrativos, como a PDGF e a TGF-B, servindo esta necrose, entao,
como atrativo dos leucécitos. Primeiramente os neutrdfilos, primeira linha de defesa
do organismo, depois os macréfagos. Os dois tipos celulares citados estao
envolvidos na desestruturagao do coagulo e remogdo do tecido necrético por

atividade de fagocitose e digestéo intra e extracelulares. (PERRI et al., 2002}
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2.4 Regeneragio dssea

2.4.1. Neoformagiao ossea

Davis (2000) utiliza o termo formagao éssea "de novo" para descrever a nova
formagao de tecido Gsseo que ocorre durante o crescimento aposicional. O novo
osso formado em sitios de remodelagao representa a diferenciacido e a secregéo

inicial de matriz por uma populagéo de células osteogénicas.

2.4.2. Remodelagao

A remodelagao ocorre quando ha o equilibric entre o processo de formagao
ossea e 0 processo de reabsor¢éo, em que 0 0sso é gradualmente substituido. Marx
e Garg {(1998) afirmaram que 0,7% do esqueleto humano é reabsorvido diariamente
e reposto por osso saudavel e que a remodelagao de todo o esqueleto demora 142
dias. A célula responsavel por este processo é o osteoclasto, que ja foi descrito
anteriormente.

Remodelagio dssea é definida por Roberts et al. (1987) como um turnover ou
reestruturacéo interna da estrutura dssea pré-existente. E um fendmeno em nivel
tecidual em que ocorre a ativagéo (A) de células precursoras 6sseas, resuitando em
uma seqiiéncia de atividades (1) de reabsorgao (R), (2) quietude (Q) e (3) formagao
(F). A duragao do ciclo de remodelagdo A-R(Q)-F, referida por Roberts (1987) é de
cerca de 6 semanas para coelhos, 12 semanas para cachorros e 17 semanas para
homens. Fase de quietude (Q) & um periodo de reversao onde os osteoclastos séo

substituidos por osteoblastos. O resultado da fase de formagao (F) € o que tem
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maior variagdo entre as espécies. A cavidade & preenchida em 4, 5, 10 ou 13
semanas para coelhos, cachorros e para o homem, respectivamente. A média de
duragao do ciclo de remodelagdo A-R(Q)-F é diretamente proporcional ac tamanho
do animal. Usando o coelho como base e sendo ele X, os fatores para eventos
similares em cachorros e humanos siao 2X e 3X, respectivamente (Tabela 1). A
remodelacéo da interface osso implante, em osso cortical de um coelho com 6 a 18
meses de vida corresponde a 17 semanas no humano. (MARX, GARG, 1998)

Tabela 1.

Tabela 1 - Ciclo de remodelagédo 6ssea cortical

Coelho Cachorro Homem
Ativacao (A) 0,5 semanas 0,5 semanas 1,0 semanas
Reabsorcao (R) 1,0 1,5 2,0
Quietude (Q) 0,5 1,0 1,5
Formacgéo (F) 4,5 10,0 13,0
A-R-(Q)-F 6,0 12,0 17,0
Fator X 2X 3X
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Tabela 2 — Curso de tempo do desenvolvimento da interface de um implante

endoosseo no 0sso cortical.

Coelho Homem (3X)
Modela¢édo da superficie
Estagio 1: Formacio do calo 2 semanas 6 semanas
Estagio 2: Compactacao lamelar 6 semanas 18 semanas
Remodelacao
Estagio 3: Remodelacao 6 semanas 18 semanas
da interface
Estagio 4: Maturacdo compacta 18 semanas 54 semanas

Frame (1980) cita que animais de grande porte sdo caros e necessitam de
amplos espagos para serem mantidos. Para superar essas dificuldades, tém-se
utiizado animais de pegqueno porte, como ratos e coelhos, nos quais os defeitos

ésseos sdo pequenos. Estes animais mostram uma boa cicatrizagao 6ssea.

2.4.3. Modelagao 6ssea

Marx e Garg (1998) chamam de modelagao a qualguer mudanca no tamanho ou
forma de um osso. Este processo pode ser resultante de aposi¢ao de matéria 6ssea

sobre uma superficie ou de sua destrui¢ao através de processo de reabsorg&o.
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2.5 Regeneragao 6ssea em uma ferida cirargica

Quando se realiza uma ferida cirurgica, a sua periferia ira sofrer um processo
de necrose devido a falta de irrigagao sanguinea e consequiente morte de ostedcitos
(DAVIS, 2000). Um gradiente de concentragdo é criado entre o tecido 6¢sseo
saudavel que é normdxico e o tecido dsseo necrético que é hipdxico. Esse gradiente
de concentragdo estimula a quimiotaxia de macréfagos, que iniciam a sintese do
fator de crescimento derivado de macréfagos (MDGF). As plaquetas no interior do
coagulo degranulam e liberam PDGF. A associagdo de MDGF e PDGF estimula a
angiogénese e a mitose de células osteocompetentes.

Urist (1965) descreveu as fases da reabsorcdo dssea como sendo:
desmineralizagao da matriz 6ssea e sua digestao da porgdo organica. Segundo o
autor, com a agao dos osteoclastos ha a produgao de acidos organicos insoliveis,
0s quais dissolvem a parte mineral da matriz sem, no entanto, alterar as proteinas
morfogenéticas osseas, que sao liberadas, agindo na superficie das células
mesenquimais indiferenciadas. Este processo leva a uma alteragéo destas células,

levando-as a uma diferenciagido celular, surgindo os osteoblastos secretores que

produzem novo 0Sso.

2.6 Estroncio

Nielsen et al. (2004), em seu trabalho, citam que o estroncio foi descoberto
em 1790 numa mina préxima de um vilarejo escocés chamado Strontian e foi isolado
em 1808. E um dos metais alcalinos terrosos. Ele nunca ocorre livie na natureza,

porque o estréncio metdlico oxida rapidamente formando 6xido de estréncio, que
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tem uma colora¢do amarelada. O estréncio natural é uma mistura de 4 isdtopos
estaveis: Sr 84(0,56%), Sr 86(9,86%), Sr 87(7,02%) e Sr 88(82,56%). Os elementos
do grupo 2 da tabela periddica ao qual o estréncio pertence, junto com o Calcio e o
Magnésio, formam cations bivalentes nos fiuidos biolégicos, e formam varios graus
de ligagao protéica nos fluidos biol6gicos, como soro e plasma. A ligagao protéica do
estréncio no soro ou plasma é da mesma ordem de magnitude do calcio. Pode-se
observar que o Sr & um trago de metal no organismo humano (0.00044% da massa
corporal). Os ions radioativos de Sr somente sdo usados com propositos de
diagndstico. Tém sido usados como excelentes ferramentas em estudos cinéticos,
substituindo o Ca em investigagdes cinéticas porque os dois ions se comportam de
maneira muito parecida no organismo humano. Ambos tém propriedades de
afinidade déssea. Entretanto, existem diferengas biolégicas enire os dois elementos,
explicadas em parte pelo grande tamanho da molécula de Sr. Vias de transporte
comuns para o Ca e o Sr tém sido descritas para muitos 6rgéaos. O Sr compete com
o Ca na absorc¢éao intestinal, reabsorgao tubular renal e outros.

Segundo este autor, O Sr compreende 0,02 a 0,03% da crosta terrestre,
derivado da agua. Sua concentragdo na agua potavel varia entre 0,001 e 39 mg/L.
Sintomas téxicos devidos a overdose de Sr ndo tém sido relatados em humanos.

A nocdo de que os ions regulam o metabolismo dsseo ndc é nova.
Atualmente, este conceito tem ganhado grande interesse por parte dos
pesquisadores, e ha inimeras evidéncias experimentais que suportam este fato.

Rasmussem et al., (1970), em sua revisdo, relataram que as investigagoes
sobre o processo de mineralizagao éssea tém demonstrado a direta relagéo entre o
contetido mineral do plasma e fluidos extracelulares, com sua habilidade em induzir

a calcificagdo. Segundo estes autores, evidéncias recentes mostram que as células
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dsseas, como o0s osteoblastos e células osteoprogenitoras constituem uma
membrana efetiva que separa os fluidos extracelulares dos fluidos ésseos. Estas
celulas ndo somente controlam a sintese de matriz organica 6ssea como também
regulam o intercambio de ions entre fluidos extracelulares e o colageno dsseo. Os
autores citaram que usualmente as células 6sseas sao classificadas em 5 grupos: 1)
osteoblastos ativos, 2) osteoblastos em repouso, 3) ostedcitos, 4) osteoclastos, 5)
células precursoras ou mesenquimais. Afirnaram ainda que os ostedcitos e
osteoblastos em repouso possuem atividade metabdlica, formando unidades
funcionais do osso, relacionadas com a homeostasia dos ions. Eles formam um
sincicio funcional de membranas cobrindo a superficie do osso e separando o fluido
extracelular do osso. Um sistema de membranas regula, entdo, o intercambio de
ions entre um compartimento especializados. Para os autores parece claro que 0s
ions, principalmente os divalentes, sdo de grande importancia na regulagado do
metabolismo 0sseo.

Ferraro et al. (1983) em seu estudo com osso alveolar de ratos demonstram
que tanto o calcio como o estroncio, em altas concentragbes locais, estimulam a
formagao 6ssea. O osso neoformado pela a¢éo do estroncio ndo era mais suscetivel
quanto a agao dos osteoclastos.

Matsumoto (1988) demonstrou o efeito anti-reabsortivo e osteoestimulador do
cloreto de estréncio. Utilizando células de calvéria de camundongos em cultura, sob
a agio da prostaglandina Ez, cuja agao é estimuladora da reabsorgao dssea in vitro,
administrou cloreto de estroncio na concentragdo de 1 mM. O processo de
reabsorcdo foi inibido, atingindo-se a maior taxa de inibigho com o concentragao de

5 mM. Sugere-se que, metabolicamente, o estréncio inibe a sintese de PTH e

vitamina D3 e estimula a secregéo de calcitonina.
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* Brandi (1993) relatou que o estréncio estidvel é um elemento natural
largamente encontrado na crosta terrestre. Embora o estroncio seja quimicamente
analogo ao calcio e interaja com este, sua absorgéo intestinal e atividade biolégica
parecem nao interagir adversamente com o metabolismo do calcio. Segundo este
autor, quando a ingest&o oral de estroncio é intensificada, ocorre reposicéo de caicio
e sua deposicdo parece ser preferencialmente nas areas de remodelagdo 6ssea
ativa. Porém, doses macigas de estroéncio se mositram desvantajosas, uma vez que
podem levar ao raquitismo por estroncio. O autor ainda cita que dois estudos clinicos
relataram que baixas doses de estroncio administradas a pacientes com
osteoporose resultaram em aumento da massa 6ssea ventebral. Além disso, estudos
de curto prazo com administragdo de baixas doses de estroncio demonstraram,
através de histomorfometria, indices de aumento 6sseo na crista iliaca de pacientes
com osteoporose. O trabalho do autor ainda relata que estudos em animais tém
demonstrado que baixas doses de cloreto de estroncio estimulam a formagao 6ssea
e inibem a sua reabsorgao. Estudos pré-clinicos claramente indicam que baixa dose
do sal de estroncio tem efeito anabdlico no osso, diminuindo a sua reabsorgao e
mantendo uma relativamente alta taxa de formacgao dssea.

Morohashi et al. (1994} estudaram a qualidade dose-dependente do sal de
estroncio. Demonsiraram que doses excessivas podem causar disturbios no
metabolismo do calcio. Através de seu trabalho, determinaram a dose que nao
afetaria toxicamente o metabolismo do calcio e o célcio existente no tecido 6sseo.
Determinaram que doses abaixo de 175 pmol/dia, administradas oralmente na dieta,
nao exerceram qualquer efeito metabolismo do célcio. Determinaram também que a
dose ideal para seu estudo foi de 87.5 umol/dia, dose na qual se detectou um

aumento significativo na concentragao de calcio ésseo. Em altissimas doses, 875
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umol/dia, todos os pardmetros mensurados quanto ao metabolismo do calcio
apresentavam-se marcantemente diminuidos. Uma diminui¢do no nivel de calcio
sérico e 6sseo foi observada com esta dose.

Kollenkirchen (1995) demonstrou que o estroncio é absorvido, quando por
ingestao oral, pela mucosa intestinal e excretado pela urina e fezes. Em seu estudo
com ratas ovariectomizadas, concluiu, através de exame histomorfométrico das
metafises tibiais, que o tratamento com sal de estréncio (S12911) parcialmente
previne a perda de osso. Além disso, a alimentagao suplementada com cloreto de
estroncio causa uma efetiva mineralizagdo e aumento da formagdo de ostedide em
ratos.

Boivin et al. (1996), em um estudo realizado com osso iliaco de macacos,
demonstraram a distribuicdo do ion estréncio no tecido ésseo dos animais tratados.
Utilizaram 20 animais, divididos em 4 animais controle, 12 animais tratados
oralmente com estroncio nas doses de 750, 275 ou 100 mg/kg/dia, sacrificados ao
final de 13 semanas e 4 animais tratados com doses de 750 ou 100 mg/kg/dia,
sacrificados ao final de 6 semanas. A distribuicdo do estréncio foi determinada e
quantificada através de micro-andlise de raios X e possiveis alteragbes nos cristais
minerais foram estudadas através de difracdo de raios X. Nos animais controle,
tragos dé estroncio foram encontrados distribuidos homogeneamente através do
tecido ésseo. Nos animais tratados, os tragos de estroncio s6 foram detectados na
matriz calcificada. Nos macacos sacrificados com 13 semanas, determinou-se que o
estroncio foi incorporado dose-dependentemente na substancia mineral do osso
compacto e esponjoso. O ion se mostrava distribuido heterogeneamente 3 ou 4
vezes mais concentrado no novo 0sso que no osso pré-existente. Esta distribuigdo

heterogénea do estréncio pode ser explicada pelo fato de que no osso neoformado
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este sal ndo somente se incorpora dentro dos cristais, como também se deposita na
sua superficie (adsor¢éo e intercAmbio). Em contrapartida, no osso velho o estréncio
se encontrava quase que exclusivamente na supetficie dos cristais. Os autores
observaram que em macacos, que foi o material deste estudo, a exposicio ao
estroncio ndo foi seguida por modificagdes na matriz organica e nao resuliou em
defeitos na mineralizagao. Porém, em ratos, a exposicdo a altas doses de estroncio
levou ao raquitismo, com mineralizagdo deficiente. O exame de difracao de raios X
nao demonstrou nenhuma alteragao significante nas caracteristicas do cristal
mineral. O estréncio parece facilmente se incorporar ao cristal mineral por
substitui¢ao ibnica. Os autores concluiram que o estréncio é dose-dependente e sua
distribui¢do é altamente concentrada no osso neoformado, no qual se acumula nao
somente na superficie como também na intimidade dos cristais minerais de
hidroxiapatita.

Cabrera et al (1999), em um trabalho de revisao, discutiram o metabolismo do
estréncio. Citaram que o trato gastrintestinal é a principal rota de entrada natural do
estroncio. A absorgcdo do estrdncio pela mucosa gastrintestinal depende
grandemente da idade, variando de 90% de absorg¢ao nas criangas até cerca de 10%
nos idosos. Muitos mecanismos para a absor¢éo do estréncio foram postulados.
Alguns autores sugerem que, ao contrario do célcio, o estréncio € absorvido por
difusdo passiva, isto &, transporte paracelular. O autor cita em seu trabalho,
entretanto, que Papworth e col. propuseram duas rotas de entrada para este
elemento: carreadores ativos e difusdo passiva. Estes autores, em sua revisao,
ainda citam que estudos experimentais tém também demonstrado que a absorgao
intestinal do estréncio é gradualmente aumentada durante a gravidez e a lactagao,

com um maximo de absorcdo no final do periodo de lactagdo. Além da via de
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absorgao intestinal, este elemento pode ser também absorvido pelo pulméo e pele.
Neste trabalho os autores ainda citam estudos que demonstram que o estroncio e o
calcio ndo sd partilham caracteristicas comuns quanto a cinética e aspectos
quimicos como também exibem envolvimentos similares em grande ndmero de
processos biologicos. Depois do osso, o sangue é o segundo tecido do corpo com
maior concentragao de estréncio. Dados na literatura indicam que, em condigbes
renais normais, o nivel de estréncio no sangue varia entre 10 pg/l e 217 pg/ ,
variando grandemente de acordo com o método de andlise utilizado. Quanto a
excregao, citam em seu irabalho que o estrdncio é eliminado na urina e em menor
guantidade, nas fezes e suor. Ainda neste estudo, citam os efeitos do estréncio no
tecido 6sseo: observa-se que, em altas doses (quantidade na alimentagao ou agua >
4 gfl), causa disturbios na mineralizagao 6ssea. O mecanismo pelo qual o estréncio
exerce efeitos deletérios sobre o tecido 0sseo ainda € desconhecido, segundo estes
autores. Varios mecanismos podem ser avaliados. Pelo ponto de vista quimico, uma
hipétese razoavel é que o grande tamanho do jon de estréncio frente ao do calcio
faz com que os cristais de hidroxiapatita preferencialmente se liguem aos ions de
calcio. Porém, em grandes concentragbes de estrdncio, este elemento pode deslocar
0 calcio por uma troca heteroidnica. Isto aconteceria por um mecanismo puramente
fisico-quimico, independente da agdo dos osteoblastos, e resultaria numa diminuigao
na quantidade de célcio 6sseo. Além disso, a incorporagdo dos grandes fons de
estréncio nos cristais causaria uma distor¢do nos mesmos, prejudicando o seu
crescimento a aumentando a dissolugdo da parte mineral do 0sso, com consequente
diminuicdo da densidade 6ssea. Segundo o autor, o estréncio apresenta a habilidade
de entrar nas células via canais de célcio e subsequentemente se ligar a sitios de

ligagado intracelulares, como reticulo endoplasmatico, afetando desta forma a
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homeostasia intracelular de célcio e processos de mineralizagdo éssea ligados ao
metabolismo do calcio. O estroncio parece ndo afetar a produgio de proteinas
colagenosas, produzidas pelos osteoblastos. Em baixas doses, os autores refatam
que o estroncio estimula a formagéo 6ssea e a densidade trabecular, Pensa-se que
esta agao seja devida a estimulagdo dos osteoblastos, em razéo do notavel aumento
na produgéo de ostedide por estas células, além de uma total auséncia de defeitos
de mineralizagao, ou qualguer mudanga na agdo e quantidade de osteoclastos ou
outra célula de reabsorgdo. O fato do aumento de producao de ostedide nao vir
acompanhado de aumento nos processos de reabsorgdo sugerem que esta
reabsorgao seja prevenida.

Dahl et al. (2001) descreveram em seu estudo que a incorporagao e
distribui¢gdo do estroncio no osso de ratos, macacos e humanos, apés a
administragao oral de estroncio (tanto o cloreto de estréncio quanto o ranelato de
estroncio). Apés a repetida adminisiragdo em ratos pelo periodo de tempo de pelo
menos 4 semanas, a incorporagdo de estréncio no osso atingiu um platé. O nivel
maximo de estréncio foi atingido mais rapidamente no plasma que nos 0ssos, e
dentro de um periodo de 10 dias em ratos. Os niveis de estroncio variaram de
acordo com a estrutura éssea, sendo maiores n0s 0SSOS €SpPoNjosSOs que NOS 0SS0S
corticais. Além disso, quanto aos cristais minerais, as maiores concentragbes de
estroncio foram observadas nos ossos formados recentemente. Segundo estes
autores, o estréncio apresenta um efeito benéfico para ¢ osso. Em estudos in vitro, o
seu uso aumenta a replicacao de células pré-osteoblasticas e estimula a formagéo
dssea em culturas de células. Além disso, foi demonstrado que o estroncio diminui a
reabsorgido éssea in vitro. Estes efeitos, observados tanto em células isoladas

quanto em cultura de tecidos, também foram encontrados in vivo. Os autores ainda
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afirmam que tratamentos com baixas doses de estroncio (316 — 634 mg/kg/dia),
administrado na forma de cloreto ou ranelato, por 9 a 26 semanas, estimularam a
formagéo 6ssea e diminuiram a reabsorgdo em roedores e humanos, resultando
num aumento do volume de 0sso esponjoso, enquanto a mineralizagéo se mostrava
normal. Para os autores o tratamento com estrdncio esta associado a um aumento
da formagao de ostedide e superficies de osteoblastos, mostrando que o ntimero de
areas de neoformagdo Ossea se mostra aumentado. O osso neoformado pelo
tratamento com estréncios se mostra mecanicamente mais resistente. Os autores
relataram ainda que ndo houve nenhuma alteragdo no crescimentio ou na massa
corpérea em estudos longos, nem tampouco alteragtes detectaveis nos processos
de mineralizag¢ao, quimica éssea ou mineralizagio da matriz organica. Sendo assim,
segundo 0s autores, estes resultados indicam que o estréncio aumenta o nimero de
osteoblastos e diminui o numero e atividade dos osteoclastos, quando em baixas
doses.

Marie et al. (2001), em um estudo de revisao, relataram que os processos de
reabsorcao e formacao osseas sao governados por uma grande variedade de
agentes reguladores sistémicos e locais. Além disso, os minerais e outros elementos
afetam direta ou indiretamente a formacao dssea através de efeitos celuiares.
Alguns elementos quimicamente relacionados ao calcio, como o estroncio, tém
efeitos farmacoldgicos no osso quando presentes em niveis maiores do que aqueles
requeridos pela fisiologia normal das células. Estes autores citam que o estroncio
exerce diversos efeitos nas células 6sseas e que, além de sua agéo antireabsortiva,
parece exercer uma fungdo anabolizante no osso. Neste estudo relatam que o
estroncio é dose-dependente e que em altas doses causa efeitos deletérios no

tecido ésseo, como por exempio, raquitismo. Os autores descrevem, ainda, que o
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estroncio estimula a sintese de DNA e de colageno por células em cultura de
calvaria de ratos. Estas células parecem poder discriminar entre estréncio e célcio,
pois ndo reagem da mesma forma quando expostas 4 administragao de calcio. Isto
sugere um efeito especifico do estréncio nas células dsseas.

Ferraro et al. (2001) estudaram o efeito do cloreto de estrédncio sobre 0 osso
alveolar de ratos. Utilizaram 32 ratos Sprague-Dawley, divididos em quatro grupos
experimentais. Os animais receberam implantes de esponjas de Gelfoam e foram
divididos em: grupo !, que recebeu implantes de Gelfoam, ndo tratados,
supraperiosteaimente. Grupo I, que recebeu implantes de Gelfoam tratados com
cloreto de estroncio, supraperiostealmente. Grupo |ll, que recebeu implantes de
Gelfoam nao tratados, subperiostealmente e Grupo IV, que recebeu esponjas de
Gelfoam tratadas com cloreto de estrdncio, subperiostealmente. As esponjas de
Gelfoam foram tratadas da seguinte forma: pesaram-se pecas de 10 mg de esponjas
que foram embebidas em solugdo 2M de cloreto de estrbncio. Apés serem
embebidas, as esponjas foram secadas ac ar e novamente pesadas, constatando
um peso de 25 mg =1, calculados para prover 8,25 mg de estréncio. Num intervalo
de uma semana, um rato de cada grupo foi sacrificado. Os resultados obtidos foram
os seguintes: em todos os espécimes houve a formagéo de tecido mole na cirurgia
apés 5 semanas. Nac houve alteragao radiografica no osso. Microscopicamente,
encontrou-se uma resposta inflamatéria crénica no grupo | que circunscreveu a
Gelfoam, resolvida na quinta semana. Para o grupo Il, houve uma resposta
inflamatéria cronica ao redor da Gelfoam, e um novo tecido ésseo se formou na face
externa do osso maxilar a partir de 1 semana. A resposta inflamatoria desapareceu
na quinta semana. Remodelag&o para osso do tipo cortical foi observada a partir da

semana 6 a 8. Para o grupo lll, encontrou-se uma reacgéo inflamatéria crénica
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marcada por uma proliferagio de tecido conjuntivo vascularizado. Este processo se
resolveu na semana 6 e néo houve evidéncias de formagao 6ssea. Para o grupo IV,
encontrou-se uma inflamagao granulomatosa. Ela persistiu até a semana 5, com
uma formacgédo reativa de tecido dsseo, incluindo esclerose das trabéculas. Pela
semana 7, uma grossa camada de osso cortical pode ser observada. Através destes
resultados, os autores acham razoavel assumir que a osteogénese pode ser
estimulada pela presenga local do ion de estrdncio.

Verberckmoes et al. (2003) descreveram os efeitos dose-dependente do
estroncio na fungéo dos osteoblastos e na mineralizagao 6ssea. Utilizaram cultura de
osteoblastos primarios da calvaria de ratos. Apdés a cultura celular estar
estabelecida, foi adicionado o estroncio na forma de cloreto (SrCl,6H,0) em diversas
concentragoes: 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 20 e 100pg/mL. As células foram mantidas em
cultura por trés semanas. A escolha das concentragdes foi baseada em resultados
de um estudo piloto "in vitro", no qual os efeitos dose-dependente do esirbncio foram
demonstrados. Como controle foi utilizado um meio sem estréncio. Os resultados
obtidos foram os seguintes: comparados com o grupo controle (0 pg/ml), houve uma
significante reducéao na produgédo de nédulos de cultura celular, na presenga de uma
mineralizag¢do intacta para os grupos de 0,5 a 1 pg/ml de concentragao de estroncio.
Isto sugere que nestas doses, o estroncio interfere negativamente na diferenciagao
dos osteoblastos. Nas doses de 2 e 5 ng/ML, tanto a formagéo nodular quanto a
mineralizagao foram normais. Para as doses mais altas (20 ¢ 100 pg/ML), uma
grande redugdo na mineralizagdo foi observada, porém na presenca de uma
formacdo celular intacta, indicando entdo, um efeito inibitorio na formagao da
hidroxiapatita. Outras analises (RT-PCR) demonstraram que o estroncio interfere

nos osieoblastos em nivel da sintese de RNAm de diversos genes. Os autores
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confirmaram neste estudo, entdo, o efeito multifasico do estréncio na formagao
dssea. Sugeriram que o estréncio, em baixas doses, interfere na formagéo 6ssea em
nivel de osteoblastos, enquanto que em altas doses, interfere em nivel fisico-quimico
na formagéo dos cristais de hidroxiapatita.

Schrooten et al. (2003) estudaram os efeitos dose-dependente do estréncio
em ratos com doenga renal crbnica. Utilizaram quatro grupos de ratos com doenga
renal cronica da seguinte forma: um grupo controle {(N=6), que nao receberam
estréncio e trés grupos de animais que receberam estréncio oraimente durante 18
semanas, adicionando este elemento na forma de cloreto & agua de beber. As
concentragdes dos grupos teste foram: 0,03 g/100 ml, (grupo Sr 30), 0,075 g/100 ml,
(grupo Sr 75), e 0,15 g/100 mi (grupo Sr 150). Um grupo constituido de animais sem
doenga renal crdnica e sem receber estréncio foi utilizado como controle para os
efeitos da doenga renal crénica na andlise histolégica dssea. Os resultados
mostraram que durante o experimento nao houve alteracbes no peso corporeo,
bioquimica do soro sanguineo, paradmetros urinarios em nenhum dos grupos. No
momento da eutandasia, os paradmetros de horménio da paratiredide estavam
significativamente aumentados em relacao ao grupo controle de animais nao
doentes indicando o desenvolvimento de um hiperparatireoidismo secundario a
instalagdo da doenga renal cronica. Isto também é comprovado pela diferenca
histomorfolégica entre os grupos, sendo demonstrado que no grupo Sr (30}, houve
uma dramética redugéo na acéo dos osteoblastos, ocorrendo uma reduzida taxa de
formacdo dssea. Interessantemente, no grupo Sr (75) n@o houve diferenca
significativa na taxa de formagao dssea em relagéo ao grupo controle. No grupo Sr
(150), entretanto, houve uma redugéo significativa na taxa de formagao 6ssea e uma

evidente interferéncia no processo e mineralizagdo com a consequente formagéo de
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defeitos de mineralizagdo. Os autores concluiram que o papel do estréncio no
desenvolvimento de lesbes 6sseas em doengas renais é complexo e que depende
da dose, agindo por diversos mecanismos de agéo.

Brown (2003), em um trabatho de revisao, sugere que o estroncio age no
metabolismo dsseo através de um mecanismo via receptores de membrana para
Calcio (CaR). Os receptores extracelulares sensiveis para cdlcio agem mantendo a
homeostasia do calcio extracelular, ativando diversas células e tecidos envolvidos
neste processo, que promovem pequenas mudangas no calcio extracelular e
causando mudangas celulares que restauram este cdlcio a niveis normais. As
celulas principais da glandula paratiredide e as células C da tire6ide, por exemplo,
respondem por uma diminuigao do calcio extracelular, com um aumento da secre¢ao
do hormdnio elevador do calcio extracelular, paratorménio (PTH), e uma diminuigao
da secrec¢éo do hormdnio diminuidor do calcio extracelular, calcitonina. As células do
tubuio contorcido distal do rim sdo igualmente capazes de serem sensiveis ao célcio
extracelular e respondem por diminuigdo neste célcio, através de um aumento da
reabsorgao tubular de célcio. O esqueleto também tem papel na manutencdo da
homeostasia do calcio extracelular, e tanto os osteoblastos como os osteoclastos
podem ser sensiveis ao calcio extracelular, cuja elevagao causa formacéo 6ssea e
inibicdo da reabsorgdo. Brown sugere, entdo, que o estrdncio pode agir no 0sso
através destes recepiores calcio sensiveis; Entretanto, os mecanismos através dos
quais o célcio extracelular e o estréncio extracelular exercem estas agdes nas
células Gsseas sdo ainda controversos. Além disso, segundo o autor, identificar
estes receptores moleculares pode ter significante importancia no tratamento de
distirbios ésseos. Idealmente, a terapia 6ssea deve estimular a osteogénese e inibir

a reabsorcio 6ssea, e 0 estrdncio exerce exatamente estes efeitos, e segundo
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alguns autores, agindo através destes receptores sensiveis ao calcio existentes nas
células osseas.

Coulombe et al. {2004) descreveram os efeitos do ranelato de estréncio nos
receptores de cdlcio exiracelulares. Citaram que o ranelato de estréncio,
desenvolvido pelo Laboratorio Servier da Franga, é composto de uma molécula de
acido ranélico ligada a dois atomos de estréncio. Depois de ingerida, esta droga se
dissocia no trato gastrintestinal, sendo que somente o estroncio é absorvido pela
mucosa deste aparelho, enquanto que o acido ranélico é eliminado pelo sistema. Os
autores relataram que os receptores extracelulares sensiveis ao calcio (CaSR) sao
ativados por cétions divalentes e podem mediar alguns dos efeitos do ranelato de
estrbncio no tratamento da ostoporose, estimulando a neoformacao 6ssea e inibindo
a reabsorcdo dssea. Estes autores trabalharam com receptores sensiveis ao
estroncio de células de ovario de hamster Chinés e camundongo, atraves de
mensuracdo do acumulo de (3H) inositol-fosfatase, resultante da ativagdo de
receptor de membrana sensivel ao estroncio (CaSR). O ranelato de estréncio
mostrou ativar os receptores em ambas as linhagens de células. Entretanto, quando
utilizada outra droga, ¢ ranelato de sédio, nao se obteve respostas de ativagao de
CaSR. Segundo os autores, a resposta de produgdo de (3H) inositol-fosfatase
resultante da ativagao de outros receptores para proteina G, potencialmente sugere
que a entrada de estréncio nas células pode influenciar a atividade da fosfolipase C,
e que a modulagdo da atividade dos receptores CaSR nas células dsseas pode
contribuir para os efeitos anti-osteoporéticos desta droga.

Ammann et al. (2004) realizaram um estudo sobre a agdo do ranelato de
estroncio no aumento da massa 6ssea e na melhoria da arquitetura deste tecido em

ratos fémeas intactas. Utilizaram ratas intactas que foram tratadas a longo termo
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com ranelato de estroncio em diversas doses (0, 225, 450 e 900 mg/kg/dia) por dois
anos. Numa segunda série de experimentos, utilizaram o ranelato de estréncio na
dose de 625 mg/kg/dia em ratos machos e fémeas pelo mesmo periodo de tempo. A
massa mineral 6ssea e as propriedades mecanicas deste tecido foram avaliadas em
diversos locais do esqueleto (vértebras e fémur), e a arquitetura microscépica do
osso foi avaliada através de histomorfometria na regido da jungao tibio-fibular e na
metafise tibial (osso trabecular). A atividade de fosfatase alcalina plasmaética e os
niveis séricos de fatores de crescimento semelhantes a insulina | (IGF 1) também
foram medidos. Os autores encontraram os seguintes resultados: nas ratas intactas
tratadas com estroncio por dois anos, houve um aumento de forca e da massa éssea
dos corpos veriebrais e da regidao do fémur. Um efeito similar foi detectado nos ratos
machos. O aumento nas propriedades mecénicas foi associado com o aumento da
melhoria e estimulo da micro-arquitetura éssea, relacionado com o aumento dos
volumes de osso trabecular e cortical e também com o aumentc do nimero de
trabéculas e sua espessura. Os autores também relataram um aumento da atividade
da fosfatase alcalina plasmatica e do IGF-I nos animais tratados, compativel com a
atividade de formacdo dssea estimulada pelo ranelato de estroncio. Os autores
concluiram que o estréncio, na forma de ranelato, administrado a longo termo,
estimula a resisténcia 6ssea através do aumento de massa e melhoria da micro-
arquitetura, sem, contudo, influenciar na espessura do 0sso como um todo.

Liu et al. (2004), em estudo sobre biomateriais, utilizaram cultura de células
provenientes de medula 6ssea de coelhos. Estas células foram estimuladas a se
diferenciarem em osteoblastos, em um meic constituido de hidroxiapatita porosa
adicionada de estréncio. Apés andlise em microscopia de luz e eletrbnica, chegaram

a conclusio de que a hidroxiapatita adicionada de estrdncio nédo afeta
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negativamente a proliferagdo e a diferenciacio dos osteoblastos e que estes
proliferam através da hidroxiapatita mostrando morfologia tipica de osteoblastos
normais. Os autores concluiram que este material é 6timo para ser utilizado como
enxertos em engenharia tecidual 6ssea e reparos de defeitos 6sseos.

Ni et al. (2005) realizaram um trabatho a fim de avaliar o uso de
cimento de hidroxiapatita com estréncio na substituicdo de quadril em coelhos,
observando os achados histolégicos das interfaces cimento-implante e osso-cimento
apos condigbes de uso normais pelos animais. As substituicbes de quadril foram
realizadas com o uso de cimento de hidroxiapatita com estréncio ou com cimento de
polimetilmetacrilato e observadas apds 6 meses. Observou-se uma boa fixagao entre
os implantes e o cimento de hidroxiapatita, podendo-se observar a formacao de osso
esponjoso na sua supetficie, mostrando resultados melhores do que com o
polimetilmetacrilato. Ainda puderam observar que com o uso do cimento de
hidroxiapatita com estroncic nao foi observado processo inflamatério e reagdes
teciduais periféricas ao enxerto, 0 que aconteceu frequentemente com o uso de
polimetilmetacrilato. Os resultados sugeriram que o cimento de hidroxiapatita
enriquecido com estréncio é um material de unido ésseo bom quando utilizado sob
forgas.

«. Marie (2005), em um estudo de revisdo, relata os efeitos do estréncio na
otimizagédo da formacéao Ossea e sua reabsor¢do. Segundo o autor, o estréncio na
forma de ranelato tem a propriedade de diminuir os riscos de fraturas em mulheres
pés-menopausa. A eficacia desta droga em estudos clinicos resuita de seu modo de
acao Unico na reabsor¢do e na deposiglo Osseas. Estudos farmacologicos em
animais #&m demonstrado que o ranelato de estroncio diminui a reabsorgédo ¢ssea e

estimula a sua formagdo, resultando num aumento da massa 6ssea. O autor
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descreve que em ratos intactos em periodo de crescimento, o estréncio estimula o
aumento do volume trabecular 6sseo sem alterar a sua mineralizacdo. O Unico
mecanismo de agdo do estrdncio na formacdo dssea e sua reabsorgdo tém sido
demonstrados em estudos in vitro. Segundo o autor, em culturas celulares de
calvaria de ratos e culturas de osteoblastos de ratos, o estrdncio estimula a
replicagdo de pré-osteoblastos e estimula a sintese de colageno pelos osteoblastos.
Alem disso, o estréncio diminui a reabsorgéo dssea em culturas de 6rgédos e diminui
a atividade de reabsorgéo de osteoclastos de camundongos.

Além disso, o autor relata que estudos farmacolégicos e clinicos sugerem que
0 estroncio otimiza a formacgéao e a reabsorgao dsseas, resultando num aumento da
massa éssea, 0 que pode ser de grande valor no tratamento da osteoporose.

Neste trabalho o autor ainda descreveu os efeitos do estréncio na formagao e
reabsorcdo 6sseas. Para melhor entender os efeitos do estroncio nas células
osseas, 0s pesquisadores realizaram diversos estudos em modelos de células
osseas de reabsor¢do e formagdo. Em um modelo convencional de culiura de
células de calvaria de ratos, o autor demonstrou que o estroncio, na forma de
ranelato a 0,5 mmol/l, pode estimular a replicagdo das células pré-osteoblasticas e,
secundariamente, a atividade das células funcionais e da sintese da matriz dssea.
Estes efeitos foram especificos do ranelato de estréncio, uma vez que nem o
ranelato de calcio nem o raneiato de sddio apresentaram estes efeitos.

Segundo o autor, estes dados indicam que o estroncio pode promover a
replicacdo das células Gsseas e a sintese de colageno "in vitro", o que pode

promover um mecanismo pelo qual o estréncio pode estimular a formagao de osso

"in vivo".
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O autor também demonstrou que o ranelato de estréncio (0,5 mmol/l) néao
apresenta nenhum efeito deletério na formacdo dos nédulos minerais ou no
processo de mineralizagdo como um todo, o que pode supor a inexisténcia de efeitos
nocivos "in vivo". Entretanto, conforme cita o autor, os precisos mecanismos de acao
intracelulares do estréncio nas células de sintese 6sseas permanecem imprecisos. O
estroncio parece apresentar efeitos inibidores na reabsorcdo dssea in vitro. Num
estudo classico descrito pelo autor, no qual se trabalhou em cultura de células de
0ssos longos de camundongos, o estrdncio (1mmol/l) inibiu a atividade de
reabsorgdo, enquanto que com o uso do ranelato de célcio este efeito nao foi
atingido.

Outros experimentos mostraram que o ranelato de estrdncio inibiu a atividade
de reabsorgao dos osteoclastos em cultura de ossos longos, efeito nédo atingido com
0 uso do ranelato de calcio ou ranelato de sédio. O autor relata um estudo realizado
com osteoclastos em diferenciagao tratados com 1,25 dihidroxivitamina D; para
estimular esta diferenciacao. Ao se adicionar o ranelato de estréncio demonstrou-se
um decréscimo no nimero de osteoclastos, o que indica uma inibicao da atividade
dos mesmos e por conseqiiéncia uma diminuicao da reabsor¢do éssea. Em resumo,
segundo o autor, as andlises farmacolégicas mostraram que o estrdéncio estimula a
formacgao 6ssea e reduz a reabsorgdo em animais intactos, resultando em aumento
da massa 6ssea. Em estudos clinicos, demonstrou-se também que o estréncio
otimiza a formacdo e a reabsorgéo, resultando em aumento da massa ossea.

Pi et al. (2005) realizaram um trabalho a fim de determinar e testar um novo
receptor celular sensivel ao célcio, além dos ja conhecidos CASR (receptores
sensiveis ao caicio) da familia das proteinas G em osteoblastos. Os autores

testaram o receptor GPRC6A, um novo membro identificado daquela familia de
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proteinas. Aos testes, verificou-se que o novo receptor se mostrou sensivel ao
calcio, magnésio, aluminio, gadolinio e estrdncio. Também se verificou que a
osteocalcina, proteina largamente expressa no tecido 6sseo, estimulava
positivamente estes receptores GPRCBA, em presencga do calcio, porém, inibindo a
este tempo, a atividade dos receptores CASR. Os autores sugeriram que o receptor
testado é sensivel a osteocalcina e pode mediar as respostas de célcio extracelular
em osteoblastos e possivelmente em outros tecidos.

Rizzoli (2005) descreveu que, atualmente, tem-se utilizado duas drogas que
podem alterar para melhor a micro arquitetura éssea, aumentando a densidade
deste tecido e desta forma prevenindo o risco de fraturas em pacientes que
manifestaram osteoporose. O autor relatou que, tanto o uso da teriparatida quanto o
uso do ranelato de estrbncio, em estudos que variaram de 18 meses a 3 anos,
aumentaram a densidade ¢ssea dos pacientes, mostrando o seu efeito anabolizante
no tecido dsseo. Ambos os agentes, segundo o autor, mostraram significante
redugéo no risco de fraturas destes pacientes, sugerindo que seria interessante unir
os efeitos anabolizantes do ranelato de estroncio e da teriparatida com o efeito
anticatabolizante do estrbncio, num intuito de reduzir doses e talvez custos aos
pacientes.

* Marie (2006) relatou em um trabalho de revisdo que pacientes pos -
menopausa apresentam aumento da remodelagdo 6ssea e um desequilibrio no
balango entre sua deposicio e reabsorgdo. Segundo este autor, drogas modernas,
entre elas o ranelato de estroncio (Protelos ®), agem na prevencéao e regressao do
processo de osteoporose, pois reduzem a reabsorgdo Ossea € promovem sua
formacao, induzindo a um balango positivo deste tecido. O autor relatou que em

culturas de células de ratos, o estrbncio estimula a replicacao de células pré-
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osteoblasticas. Em contrapartida, gera um decréscimo na atividade de reabsor¢ao
dos osteoclastos em roedores e de sua diferenciacdo em humanos, além de um
aumento da taxa de apoptose dos osteoclastos em coelhos. Citou também que, in
vivo, o estréncio estimula formacdo éssea e reduz a reabsorciao em camundongos,
resultando num aumento da massa éssea e melhoria da sua micro arquitetura. O
autor afirmou que estudos mostraram que a superficie dssea colonizada por
osteoblastos e aposicdo mineral aumentou em pacientes tratados com estréncio
além de um decréscimo das areas de reabsorgao, quando comparados com grupos
placebos, indicando que o tratamento com estrdncio estimula a formagao éssea e
inibe a sua reabsorgédo, aumentando desta forma a massa e a forga deste tecido.

Burlet (2006) relatou que muitos medicamentos tem sido utilizados no intuito
de reduzir a perda 6ssea e prevenir fraturas, como por exemplo, os bisfosfonatos,
moduladores seletivos dos receptores de estrogeno e teriparatidas. Citou que se
guestionam, atualmente, se estes medicamentos seriam indcuos a longo tempo e
também sua eficiéncia. O autor afirmou que se tornou urgente a necessidade de se
encontrar um medicamento que otimize o tratamento dos pacientes poés-menopausa,
seguro e eficiente, e citou que a literatura mundial tem apresentado muitos trabalhos
sobre o estroncio, sua eficacia quanto a diminui¢édo do risco de fraturas e segurancga
de utilizacao, afirmando que sua utilizacdo é segura e bem tolerada, podendo ser
uma alterativa no tratamento destes pacientes.

Llinas et al. (2006) relataram uma possivel participacdo do estroncio nos
processos de osteomalécia. Citaram que a fosfatase alcalina humana apresenta
quatro sitios de ligagdo para metais, sendo dois para o zinco, um para 0 magnésio e

um para o célcio, este podendo ser substituido pelo estroncio, que, em altas doses,
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desestabilizaria essa enzima, afetando o metabolismo 6sseo e podendo influenciar
no processo de desenvolvimento de osteomalacia.

* Manette et al. (2006) relataram que o ranelato de estroncio estimula a sintese
de proteinas colagenosas e nédo colagenosas pelos osteoblastos. Os autores
afirmaram que o estréncio estimula a replicacdo de células pré-osteoblasticas e a
inibicéo da atividade dos osteoclastos em células isoladas de ratos tratados com
2000mg/dia. Chegaram a concluséo, apés um estudo de 2 anos sob adminisiragao
de estroncio, que houve um aumento de 7,4% na densidade éssea, um significante
aumento nas taxas de fosfatase alcalina, redugédo de 44% nas deformidades dsseas
dos pacientes e 41 % e redugdo do risco de fraturas. Segundo os autores, estes
dados sugerem que o ranelato de estréncio € uma nova, efetiva e segura droga para
o tratamento da osteoporose, com um mecanismo de agao unico.

- Adami (2006) realizou um trabalho com humancs, mulheres, administrando
ranelato de estréncio (Protelos®Servier) pelo periodo de trés anos, numa dosagem
de 2g/dia oralmente. Utilizou 5091 mulheres, sendo que 2479 receberam estréncio e
2453 foram placebo. Seus resultados mostraram que houve uma redug¢do no risco
de fratura vertebral de 16%, reducao de fraturas maiores (quadril, pélvis, sacro,
costelas) de 19%, aumento da densidade 6ssea em torno de 8,2% para o fémur e de
9,8% o quadril e efeitos adversos comparaveis entre o grupo teste e o controle. O
autor sugeriu gue o tratamento com ranelato de estroncio é seguro e efetivo para
pacientes que necessitem de melhoria da estrutura éssea.

Shahnazari et al. (2006) realizaram um trabalho utilizando galinhas poedeiras,
que sao sabidamente susceptiveis a osteoporose. Administraram estroncio na
alimentagao diaria das aves e testaram as qualidades anabolizantes deste ion,

analisando os niveis de calcio, fésforo e estroncio no soro e tecido Osseo, a
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qualidade e quantidade de ovos e as caracteristicas das cascas. Os autores
encontraram os seguintes resultados: As concentragbes de estréncio subiram no
SOrc € no osso, sem, no entanto alterar as concentragbes de calcio e fésforo; houve
um aumento do volume de osso cortical e medular, espessura, ntimero e superficie
das trabéculas e aumento da forga 6ssea. Concluiram, entio, que a suplementagéo-
com estréncio induz grandes e positivos resultados na densidade, volume e micro

arquitetura osseas, além de aumentar a forga das diafises, nao causando alteragoes

nas qualidades do tecido 6sseo avaliado.



33

3. PROPOSIGAO

Este trabalho tem o objetivo de avaliar, através da andlise
histomorfolégica, o efeito da aplicagéo tépica do cloreto de estrdncio, em gel, em

defeitos dsseos criados na mandibula de coelhos.
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4. MATERIAL E METODO

4.1.Material

4.1.1.Material permanente

i

01 motor elétrico Nobel Biocare® (Sao Paulo, SP, Brasil).

02 contra-angulos redutores 16:1 (Kavo Brasil).

24 kits cirurgicos estéreis Alva Doctor's® (S&o Paulo, SP, Brasil).
Instrumental cirirgico composto de cabos de bisturi n° 4, seringas
Carpule, descoladores de Mont, afastadores de Farabeuf, pinga dente
de rato, pincas hemostaticas, porta agulhas, tesouras ponta fina, uma
pinga para colocacédo de tachas para membrana (Duflex, Juiz de Fora,
Brasil)

1 bomba a vacuo para sucgao (ASPIRAMAX®, NS Ind. e Com. Ltda.
Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brasil).

2 Becker de vidro

Cubetas de ago inoxidavel

Aparelho de oxigeno terapia ( WHITE MED, White Manrtins, Sao Paulo,
Brasil)

1 micrétomo histolégico (PIKA Téquio — Japéo)

1 microscépio binocular Nikon modelo Eclipse E200 (Toquio, Japao).
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4.1.2.Material de consumo

a. 12 embalagens de soro fisiolégico estéril (Aster Prod. Méd. LTDA,
Sorocaba, SP, Brasil) de 250 ml.

b. Solugédo de lodo Povidine 1% (DGL, Sao Paulo, SP, Brasil).

c. 12 kits cirurgicos estéreis Alva Doctor's® (Sao Paulo, SP, Brasil).

d. 24 pares de luvas estéreis para cirurgiao e auxiliar (Mucambo, Sao
Paulo SP Brasil).

e. 20 fios de sutura seda trangada 4.0 com agulha de 1,5 cm (Johnson &
Johnson Prod. Prof. LTDA S&o José dos Campos, SP, Brasil).

f. 20 fios de sutura 5.0 mono nylon com agulha de 1,7 cm (Johnson &
Johnson Prod. Prof. LTDA Sao José dos Campos, SP, Brasil).

9. 24 laminas de bisturi nimero 15 C (SurgiBlade™, Miami, Flérida —
U.S.A.).

h. 12 sugadores cirirgicos estéreis descartaveis INDUSBELLO (Ind. Inst.
Odont. LTDA, Londrina, PR, Brasil).

l. 60 pacotes com compressas de gaze estéreis (Polar Fix Mat. Hosp.
Ltda. Ribeirdao Pires, SP — Brasil).

j. 12 esponjas de colageno Hemospon

k. 6 membranas de colageno reabsorvivel Gen-derm 3,0 cm X 3,0 cm
(Baumer S/A, divisao de biomateriais, Sao Paulo — Brasil).

I. 4 brocas trefinas de 5 mm.(INP S&o Paulo — Brasil)

m. Parafusos de fixagao de titéanio.

n. Solugdo de formol a 10 % pH 7,0.
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o. Corantes histolégicos hematoxilina e eosina, solugbes A e B de Mallory

e nitrato de prata.

4.1.3.Drogas utilizadas

a.

Cloridrato de Xilazina — Virbaxyl 2% (Bayer do Brasil S/A, Sao Paulo,

Brasil).

. Anestésico geral & base de Quetamina - (Vetanarcol), Laboratério Konig

S/A, Alvallaneda, Argentina,

Antibidtico Penicilina G Benzatina (Prodotti, Campinas, Sao Paulo, Brasil)
Analgésico e Antiinflamatdrio — Banamine 20 mg (Schering) Sao Paulo,
SP.

48 tubetes de analgésico local Cloridrato Lidocaina a 2 % com Epinefrina
1:100.000 — Alphacaine ® DFL - RJ, Brasil

Agua purificada para injegao — WP

Solugdo de cloreto de estroncio a 2 M. Manipulada na Farmacia de
Manipulagao Férmula e Agao Sao Paulo, SP, Brasil.

Midazolan (Prodotti, Campinas, SP, Brasil).

Atropina
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4.2.Método

Foram selecionados 12 coethos da raga New Zealand, fémeas, com peso
entre 4 e 5 kg, idade variando entre 10 e 12 meses, provenientes de criador
autorizado, e mantidos sob os cuidados do biotério da Universidade de Santo Amaro
(UNISA).

Os animais foram inicialmente mantidos em observagao por um periodo de 15
dias apds sua chegada para que fossem descartadas quaisquer anomalias em seu
estado geral de satude. Foram acondicionados em local apropriado com ventilagao e
temperaturas controladas (22 + 2° C). Os animais durante todo o experimento foram
alimentados com ragao Nutriara® (Paulinia, Sao Paulo - Brasil) e 4gua administrada
ad libtum. A higienizagdo das gaiolas foi realizada de acordo com as nomas do
biotério do Unitox, ou seja, lavadas diariamente com agua e sabao e desinfetadas
com desinfetante hospitalar, sendo realizada a troca da maravalha estéril
diariamente.

A pesquisa foi registrada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNISA de acordo com o parecer nimero 071/2006 em 12 de abril de 20086, registro
CEP-UNISA N°. 024/06 (anexo 1). Este trabalho foi realizado de acordo com os
“Principios Eticos de Experimentacdo Animal”, elaborado pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal), entidade filiada ao Internacional Council of
Laboratory Animal Science (ICLAS), com base em “Normas Internacionais para
Utilizacao de Animais em Pesquisa’ que se apresentam com base na triade:
“Sensibilidade, Bom Senso e Boa Ciéncia”.

Posteriormente os animais foram operados no Centro de Cirurgia

Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Santo Amaro.
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4.2.1.Planejamento do experimento

Em cada um dos doze animais foram criados 2 defeitos cirurgicos na regiao
lateral da mandibula, um do lado esquerdo e outro do lado direito. Os defeitos foram
preenchidos com esponjas de colédgeno e cobertos com membranas reabsorviveis.

Nos defeitos ésseos criados do lado direito, as esponjas de colageno foram
embebidas em solugado de soro fisiolégico (grupo controle) e nos defeitos do lado
esquerdo as esponjas foram embebidas em solugcdo de cloreto de estréncio 2M
(grupo teste), manipulada pela Farmacia de Manipulagdo Férmula e Acdo (SP,
Capital). Durante todo o procedimento cirirgico os animais foram monitorados
quanto as suas fungdes vitais e reflexos, sendo a anestesia mantida pelo periodo
necessario, por profissionais veterinarios. A coleta de material para a confeccéo de
material histolégico foi realizada aos 28 e 56 dias da cirurgia e as amostras de tecido
foram encaminhadas ao Laboratério de Técnicas Histologicas da UNISA para a
obtengdo das laminas histoldgicas, sendo estas coradas pelos métodos de
Hematoxilina-Eosina, Tricromio de Mallory e Técnica de Gabe, submetidas a exame

em microscopio de luz e documentagao fotografica.

4.2.2. Delineamento do estudo

Os defeitos cirurgicos foram divididos em 4 grupos experimentais, conforme o tempo

de sacrificio dos animais e de acordo com a aplicagao topica de cloreto de estréncio

no sitio cirurgico (quadro 1).
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GRUPO Defeito cirurgico Data sacrificio | Localizagdo na mandibula
A controle Soro fisiologico 28 dias Lado direito

(28 dias)

Al teste Cloreto de | 28 dias Lado esquerdo

(28 dias) estréncio

B controle Soro fisiolégico 56 dias Lado direito

(56 dias)

B1 teste Cloreto de | 56 dias Lado esquerdo

(56 dias) estroncio

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais

4.2.3.Preparo dos animais

Os animais foram pesados para a realizagdo do calculo da dose de droga

anestésica. Foram acondicionados em gaiolas individuais e identificados com

plaquetas que continham seus dados (peso, idade, data da cirurgia). A inducéo

anestésica foi realizada, por via intramuscular na parte posterior da coxa, com

Quetamina 10mg/kg, Midazolan 0,5mg/kg e Atropina 10mg/Kg de peso. A

manutencao da anestesia foi realizada através da quetamina.

Foi realizada a tricotomia da regido mandibular em ambos os lados e a regido

foi posteriormente lavada com solugdo de lodo-Povidine. Os animais foram

acomodados nas mesas cirdrgicas, isolados com campos estéreis e passaram a

receber suprimento de oxigénio através de uma mascara nasal.
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A anestesia local foi realizada com a infiltrag&o de cloridrato de lidocaina a 2
% com epinefrina 1:100.000 — (Alphacaine® 100 DFL) na regidao subcutanea das
areas a serem operadas.

Para verificagdo do plano anestésico foram avaliados os seguintes
parametros: a)} relaxamento muscular: visto pelo relaxamento mandibular; b)
diminuicao da frequéncia cardiaca e respiratéria; c) reflexos: podal — auséncia de
reflexo de retirada ao estimulo doloroso realizado pelo pincamento da membrana

interdigital; auricular — auséncia de resposta motora ao pingamento da base da

orelha.

4.2.4.Técnica Cirargica

Optou-se por uma incisao retilinea de retalho total na regiao latero-inferior em
ambos os lados da mandibula, procedendo ao afastamento da pele e da delgada
camada muscular presente nesta regiao (Figura 2). Apds a incisao, com a utilizagéo
de afastadores, foi possivel a visualizacdo do tecido ésseo da regido lateral da
mandibula do animal, procedendo-se, entdo, a incisdo e ao afastamento do
periésteo, a fim de que o tecido Osseo exposto pudesse ser submetido ao
procedimento de obtencao dos defeitos cirurgicos (Figura 4).

Foram realizados os defeitos cirurgicos com o uso de motor e contra-angulo
redutor 16:1, utilizando uma broca trefina de 5 mm de didmetro. Esta medida foi

escolhida por ser proporcional a largura total da mandibula na regido em questéo

(Figura 5).
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As perfuragdes foram realizadas em baixa rotacao e abundante irrigagédo com
soro fisioldgico, com a intengéo de prevenir o aquecimento do tecido ésseo da regiao
e minimizar as alteragées teciduais decorrentes deste procedimento (Figura 6).

Foram realizadas duas pequenas perfuragbes, ao lado da perfuragao
principal, com a finalidade de fixar as membranas com parafusos de titanio (Figura
7). Em seguida foram realizadas as mensuragoes da ferida cirdrgica quanto a largura
e profundidade com sonda periodontal, certificando-se que todas tivessem 5,0 x 5,0
mm (Figura 8 e 9).

Depois de realizadas as perfuragdes, estas foram lavadas com solugio de
soro fisiologico e preenchidas com esponjas reabsorviveis de coladgeno. As esponjas
de colageno foram seccionadas em porgbes adequadas para preencher os defeitos
cirargicos (Figura 11). No lado direito da mandibula dos animais as esponjas foram
embebidas em soro fisiolégico (grupo controle) e no lado esquerdo, em solugéo de
gel de cloreto de estréncio a 2M (grupo teste).

Apés a adaptacdo das esponjas dentro das feridas cirdrgicas, estas foram
cobertas com membranas reabsorviveis de colageno, também embebidas em soro
fisiolégico (grupo controle) ou cloreto de estroncio (grupo teste) e estas foram
fixadas com parafusos de fixacdo de titanio (Figuras 15 e 16).

Procedeu-se, entdo, a sintese da ferida cirdrgica com sutura em dois planos,
utilizando-se fio mononylon 5.0 para a fascia intema e fio de seda trancada 4.0 para
a sutura da pele (Figuras 17 e 18). Os animais foram entdo acompanhados até a
recuperacgao total dos efeitos anestésicos, quando foram entdo conduzidos ao
biotério para seu posterior acompanhamento e medicagao pés-operatéria que
constou de: a) quatro dias de antibidtico: penicilina G benzatina 1,0 m! 40.000 U.1./Kg

de peso subcutaneo em dias intercalados (primeiro, terceiro, quinto e sétimo dias), b)
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trés dias de analgésico seguidos: (Banamine 0,25 ml/Kg de peso) (primeiro, segundo

e terceiro dias), ¢) curativos diarios durante sete dias.
4.3.Dinamica do experimento

Apbs 28 e 56 dias os animais sofreram nova intervengéo cirrgica para
remogao das amostras. Os animais foram anestesiados e sactrificados, utilizando-se
a técnica preconizada pelo COBEA (deslocamento cervical). Suas mandibulas foram
dissecadas e os fragmentos 6sseos das regides de interesse foram removidos com a
utilizacdo do motor cirurgico e brocas supercorténtes.

A remogao das pegas cirdrgicas foi realizada imediatamente apés a morte dos
animais, fixadas em solugédo de formol a 10 %, pH 7,0 e encaminhadas para a
obtencao dos cortes histologicos.

As pegas coletadas foram entdo processadas para técnica de inclusdo em
parafina, a saber: a) fixagado em formol a 10%, pH 7,0 pelo periodo de 48 horas; b)
descalcificagao em E.D.T.A. (4cido etilenodiaminotetracético) em solucdo aquosa a
10%, neutralizado com hidréxido de sédio para pH 7,0; c¢) inclusdo em parafina,
temperatura de 56 °C; d) obtengéo de cortes com espessura maxima de 5um; e)
orientagao dos cortes: seguindo o longo eixo dos alvéolos cirlrgicos, ou seja, da
cortical para a base da perfuragido; f) obtengdo das coloracbes: Hematoxilina e
Eosina, Tricrémico de Maliory e Técnica de Gabe.

Os cortes obtidos foram entdo submetidos a andlise histomorfolégica em

sistema duplo cego para obtengao dos resultados no Departamento de Histologia e

Microscopia Eletronica da UNISA.



4.4 Seqliéncia fotografica do experimento

Figura 1. Incisao e exposicao da mandibula.

o

Figura 2. Exposi¢ao da espessura total da mandibula.

63



Figura 4. Bloco trefinado.
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Figura 5. Defeito aberto com perfuragdes para fixaciao da membrana.

Figura 6. Medicao da profundidade do defeito (5,0 mm).
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Figura 9. Esponja inserida no defeito.
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Figura 10. Membrana hidratada
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Figura 13. Sutura interna

Figura 14. Sutura externa
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5. RESULTADOS

5.1. Analise Histomorfologica

5.1.1. Grupo A (Controle aos 28 dias)

No grupo A (grupo controle com 28 dias), ocorreu um pequeno crescimento
de tecido 0sseo na superficie inferior do defeito, sendo o restante deste defeito
preenchido por um tecido conjuntivo denso, muito fibroso, repleto de células de
sintese (fibroblastos), cuja morfologia indica células jovens, com nicleo claro e
cromatina frouxa, tipico de celulas em fase altamente secretora. Também se

encontram células com caracteristicas de fibrocitos (Figura 15).

Centro de
ossificagdo

Tecido Conjuntivo

Figura 15. Grupo A (controle 28 dias). Tecido conjuntivo denso, animal 1, H.E. (40X)

O tecido dsseo neoformado mostra-se tipicamente primario, sem a presenca
de lamelas 6sseas bem estabelecidas, mostrando uma matriz cujo arranjo de fibras

colagenas se mostra pouco perceptivel (Figura 16).
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Vasos sanguineos

Tecido dsseo
primério

Figura 16. Grupo A (controle 28 dias). Tecido dsseo primario. H.E. (250X)

E possivel se observar linhas de crescimento 0sseo, que demonstram o
crescimento aposicional gradual ocorrido durante o processo de reparacao do
defeito.

O tecido dsseo pré-existente mostra-se tipicamente secundario (seta), com
trabéculas 0sseas bem estabelecidas e presenca de sistemas de Havers. E um
tecido Osseo esponjoso, cuja regiao medular mostra-se bem definida, com a
presenca de pequenos capilares sanguineos e células adiposas, o que demonstra

que esta regiao medular pertence a um tecido ésseo maduro (Figura 17).

Tecido
conjuntivo
Tecido
conjuntivo
frouxo

Figura 17. Grupo A (controle 28 dias). Tecido conjuntivo, animal 2. Mallory (40X).
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E digna de nota, neste grupo, a grande quantidade de tecido conjuntivo
remanescente no interior no defeito dsseo. Numa andlise mais apurada, pode-se
observar um infiltrado de células inflamatérias crénicas disperso por toda a extensao
deste tecido conjuntivo, além de uma quantidade relativamente pequena de vasos
sanguineos, representados por pequenos vasos, entre eles, veias e capilares
sanguineos e raras arteriolas (Figura 18). A principal célula identificada nestas
regides de infiltrado inflamatério € o plasmdcito, em organizagdes de grupos de
células entre os grandes feixes de fibras coldgenas, enconirados em toda a

extensdo do tecido conjuntivo denso (figura 19).

Infiltrado
inflamatdrio

Grupo de
plasmécitos

osteoblastos
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Observa-se, principalmente na regiao inferior do defeito, a formacao de
trabéculas Osseas compostas por tecido 6sseo primario, nas quais é nitida a
presenca de osteoblastos secretores, muitos deles sendo aprisionados pelo ostedide
recem formado e diferenciando-se em osteécitos jovens, cujas lacunas se mostram
claras e amplas e sem bordos nitidos (Figura 20).

As regides entre as trabéculas se mostram preenchidas por um tecido
conjuntivo frouxo, altamente vascularizado, repleto de fibroblastos, nao se
encontrando células adiposas, tipicas de medula dssea, indicando que este tecido é

jovem e que o processo de ossificacdo intramembranosa ainda se mostrava em

curso (Figura 20).

Formacao de

ostedcitos

Tecido conjuntivo
frouxo com vasos

Vaso sanguineo Osteoblastos

Figura 20. Grupo A (controle 28 dias). Ossificagao intramembranosa. H.E. (400X).

Ainda é possivel observar, através da Figura 21, alguns centros de
ossificacéo dispersos pelo interior deste tecido conjuntivo, cercados de osteoblastos

que parecem estarem se diferenciando das células conjuntivas circunjascentes.
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Limite entre 0ss0 neo-

Centros de formado e pré-existente

ossificagdo

Sistemas
de Havers

Figura 21. Grupo A (controle 28 dias). Centros de ossificagédo, animal 4. H.E. (100X).

Observa-se também, na Figura 21, algumas regides de formacéo Gssea nas
regides mais superficiais do tecido conjuntivo, em &reas de proximidade ao
periosteo.

Nao foi possivel observar a presenca da esponja de colageno nem da

membrana reabsorvivel nestas amostras.

5.1.2. Grupo A1 (Teste aos 28 dias)

No grupo A1 (grupo teste com 28 dias) foi possivel verificar um grande
crescimento de tecido d6sseo no interior do defeito, crescimento este que
praticamente eliminou o defeito dsseo. Este tecido dsseo neoformado se mostra
tipicamente primario, esponjoso, alojando entre as trabéculas osseas um tecido
conjuntivo frouxo rico em fibroblastos e vasos sanguineos congestos, repletos de

células sanguineas (Figuras 22 e 23).
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Tecido
conjuntivo Trabécula
dssea
Tecido
conjuntivo
frouxo

N m

Figura 22. Grupo A1 (teste 28 dias). Tecido conjuntivo, animal 1. Mallory. (40X).

R
)

[ecido conjuntivo

Figura 23. Grupo A1 (teste 28 dias). Tecido conjuntivo, animal 2. H.E. (40X).

Na regiao mais superficial do defeito encontramos a presenca de uma
pequena faixa de tecido conjuntivo denso, altamente vascularizado, com a presenca
de grandes vasos repletos de células sanguineas. Também se observam a presenca
de inumeros capilares sanguineos. (Fig. 23)

Este tecido conjuntivo apresenta grandes feixes de fibras coldgenas, alguns
de forma orientada no sentido da largura do defeito dsseo, mas muitas distribuidas

aleatoriamente no interior da espessura deste conjuntivo (Figuras 24 e 25).
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Crescimento Vaslo
aposicional sanguineo
Osteoblastos

Vaso sanguineo
congesto

Osso
primario

Figura 25. Grupo A1 (teste 28 dias). Medula e vaso sanguineo, animal 2. H.E. (100 X).

O principal tipo celular identificado no tecido conjuntivo foi de fibroblastos
secretores, com nucleos evidentes, claros e cromatina frouxa. Muitas células em
processo de diferenciagdo também se encontram neste tecido conjuntivo, nas
proximidades das trabéculas 6sseas em formagao, dando origem a osteoblastos

secretores, com citoplasma grande e muito aciddfilas, em arranjo epitelidide na
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Superficie de um ostedide, no qual pode-se observar a insercao dos feixes de fibras

colagenas que estio sendo integradas pela matriz éssea (Figura 26).

Fibroblastos
secretores

Jsteoblastos
acidoftilos.

Figura 26. Grupo A1 (teste 28 dias). Osteoblastos secretores. H.E. (400 X).

Verifica-se, neste tecido conjuntivo, a presenca de algumas células
inflamatorias esparsas, plasmacitos, principalmente circunvizinhas aos vasos
sanguineos. (Fig. 26)

Quanto as trabéculas dsseas, estas se mostram bem estruturadas, exibindo
muitas linhas de crescimento 6sseo aposicional, com a presenca de muitos
osteoblastos secretores em sua superficie e grande quantidade de ostedcitos jovens,
cujas lacunas se mostram amplas, de bordos mal definidos e com grande

proximidade entre células. E possivel se observar a linha demarcatéria entre tecido

osseo primario e tecido 6sseo secundario (seta) (Figura 27).
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Figura 27. Grupo A1 (teste 28 dias). Linhas de crescimento. H.E. (100X).

Também é possivel observar com certa freqiiéncia a presenca de lacunas
0sseas com dois ostedcitos em seu interior, imagem tipica de tecido ésseo muito

jovem (Figura 28).

Ostedcitos
jovens

Figura 28. Grupo A1 (teste 28 dias) Ostedcitos jovens. H.E. (100X).
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Observa-se tambem a inclusdo de feixes de fibras colagenas pela matriz
ossea recem formada, denotando a atividade secretora dos osteoblastos aj

existentes e sua consequente sintese de matriz 6ssea (Figura 29).

Inser¢do de feixe
coldgeno

Figura 29. Grupo A1 (teste 28 dias) Feixes de colageno. H.E. (100X).

Neste grupo (A1, teste aos 28 dias), a quantidade de tecido conjuntivo
medular entre as trabéculas oOsseas neo-formadas se mostra muito reduzida,

podendo-se observar trabéculas largas e com conexéo direta com o tecido 0sseo

secundario pré-existente (Figura 30).

Tecido 6sseo
neoformado

e Tecido Osseo pré-
i existente
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5.1.3 Grupo B (controle aos 56 dias)

No grupo B (grupo controle aos 56 dias), os defeitos se mostraram
totalmente fechados, ndo mais apresentando tecido conjuntivo, mas sim um
preenchimento de tecido dsseo esponjoso primario, com algumas regides
demonstrando ja o surgimento de alguns sistemas de Havers, o que demonstra uma

evolugao do tecido 6sseo de primario para secundéario neste tempo (Figura 31).

Tecido
conjuntivo
Trabécula
Ossea
Medula
Ossea

Figura 31. Grupo B (controle 56 dias) Tecido conjuntivo, animal 1.

Mallory.(40X).

A espessura das trabéculas 6sseas se mostra muito aumentada e o tecido
conjuntivo aprisionado entre elas se apresenta em lojas diminuidas, sempre
contendo um sistema vascular sanguineo com veias e pequenos capilares.
Encontra-se uma perfeita conexdo entre o tecido 6sseo neoformado e o 0sso pré-

existente, sendo dificil a determinacao da diviséo entre eles (Figura 32).
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Tecido Gsseo
neoformado

Figura 32. Grupo B (controle). Tecido dsseo neoformado, animal 2. H.E.(40X).

Na superficie do osso neoformado ainda se encontra atividade de
diferenciacdo de osteoblastos secretores, com consequente sintese de matriz dssea
(ostedide) demonstrando um persistente crescimento ésseo aposicional no sentido
do peridsteo. Nao ha evidéncias de células inflamatdrias nem de vasos sanguineos

congestos (Figuras 33 e 34).

Osteoblastos em
diferenciagao

Figura 33. Grupo B (controle 56 dias). Diferenciacao de osteoblastos. Gabe.

(100X).
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Atividade de
osteoblastos

Limite entre osso neoformado
¢ 0sso pré-existente

Figura 34. Grupo B (controle 56 dias). Osteoblastos. Gabe. (100X).

5.1.4 Grupo B1 (teste aos 56 dias)

No grupo B1 (grupo teste 56 dias) observa-se o fechamento total dos defeitos
0sseos, com a formagao de trabeculado principalmente primario, mas demonstrando
evolugao para tecido Osseo secundario lamelar em varias regides do 0sso
neoformado. As trabéculas dsseas se mostram bem formadas e revestidas por
osteoblastos de citoplasma baixo, em arranjo epitelidide, tipicas células em fase de
sintese diminuida. Os ostedcitos aparecem em grande quantidade dentro das
trabéculas dsseas, incluidos em lacunas de limites nitidos e unicos por lacuna

(Figura 35).

¥steoblasto

Medula
Ossea

Figura 35. Grupo B1 (teste 56 dias). Medula dssea, animal 1. H.E.(40X).
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O tecido aprisionado entre as trabéculas se mostra rico em células adiposas,
tipico de medula 6ssea madura, com a presenca constante de capilares sanguineos,
velas e arntérias. E nitido o crescimento aposicional através de inimeras linhas de

créscimento 6sseo e 0 esbogo de alguns canais nutrientes (canais de Havers), com

SEus pequenos vasos sanguineos tipicos (Figura 36).

Medula dssea
madura com
tecido adiposo

Artérias

Sistema
de
Havers

Figura 36. Grupo B1 (teste 56 dias). Medula 6ssea. H.E. (100X).

Em algumas regides dos cortes histologicos aparece claramente a formagéao
de uma cortical externa de tecido 0sseo secundario, com a estruturagao de um
sistema circunferencial externo tipico de superficies externas dsseas, onde é visivel

o arranjo paralelo das fibras colagenas e dos ostedcitos (Figuras 37 e 38).
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Sistema de
Havers

Figura 37. Grupo B1 (teste 56 dias) Sistema externo. Gabe. (100X).

Sistema
circunferencial
externo

Medula dssea

Figura 38. Grupo B1 (teste 56 dias). Cortical externa. Gabe. (40 X).
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5.1.5 Comparativo ilustrativo entre as amostras

Figura 39 Grupo A (controle 28 dias) H.E.(100x Figura 40 Grupo A1 (teste 28
dias) H.E. (100x)

Observa-se na Fig. 39 que o grupo A (controle 28 dias) apresenta grande

quantidade de tecido conjuntivo remanescente na superficie do defeito cirtrgico. Ja

a Fig. 40 mostra uma minima quantidade de tecido conjuntivo remanescente na

superficie do defeito cirdrgico no Grupo A (teste 28 dias).

dias) Gabe (100x)

Observa-se na Fig. 41(H.E. 100X) o defeito cirdrgico totalmente fechado. No entanto
nao observamos a presenca do sistema circunferencial externo. Ja a Figura 42 nos
mostra o defeito cirlrgico totalmente fechado com a presenca do sistema

circunferencial externo, o que indica uma maior maturidade ossea.
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6. DISCUSSAO

Como Matsumoto (1988) demonstrou em sua pesquisa, o cloreto de estréncio
apresenta agao antireabsortiva e osteoestimuladora no tecido ésseo. O autor utilizou
células de calvéria de camundongos, sob a acao antireabsortiva da prostaglandina
E2, administrando cloreto de estréncio na concentragdo de 1 mM, conseguindo
desta forma inibir o processo de reabsorgao, inibicdo esta cuja taxa foi maior na
concentragao de 5 mM.

Brandi (1993) relatou que o estroncio é quimicamente analogo ao calcio e
interage com este, sendo que sua absorgao intestinal e sua atividade ndo interferem
com o metabolismo do calcio, pelo contrario, quando a ingestdo de estroncio é
intensificada, ocorre reposigao de calcio e sua deposigio nas areas de remodelagdo
ossea ativa.

Segundo este autor, a administracdo de baixas doses de estréncio a
pacientes com osteoporose aumentou a massa 6ssea vertebral, além de demonstrar
aumento 6sseo na crista iliaca, através de analises histomorfométricas.

Morohashi et al. (1994) estudaram a qualidade dose-dependente do sal de
estroncio, demonstrando que doses excessivas podem causar disturbios no
metabolismo do célcio.

Em nosso estudo, néo foi detectada qualquer alteragao na estrutura do osso
neoformado que pudesse ser relacionada & dose administrada de cloreto de
estréncio (tépica em concentragdo de 2 M). Tanto no grupo A1l (teste 28 dias),
quanto no grupo B1 (teste 56 dias), o osso formado nas regies dos defeitos dsseos

aparentou uma estrutura normal, com trabéculas bem formadas e células de aspecto

tipico de sintese ossea.
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Boivin et al. (1996), relataram que ratos sob exposicao de altas doses de
estréncio podem apresentar raquitismo, com mineralizagéo deficiente.

Em nosso estudo, este aspecto n&o foi detectado, uma vez que, como ja
citado, o tecido 6sseo neoformado apresentou caracteristicas histomorfolégicas
normais, e seu processo de desmineralizagdo para a confeccdo das laminas
histoldgicas demorou cerca de 60 dias, em E.D.T.A., tempo considerado normal para
O processamento de amostras de tecido 6sseo, demonstrando que este tecido
apresentava carga mineral elevada.

Cabrera et al. (1999), em um trabalho de revisdo, citaram que a principal via
de absorgao do estroncio é gastrintestinal. Sugeriram que a via de absor¢ao deste
ion se da através de difusfo passiva, ou seja, transporte paracelular. Entretanto os

autores citam que podem haver duas rotas de entrada para este elemento:
carreadores ativos e difusdo passiva. Em seu estudo, como no nosso, o cloreto de
estroncio foi utilizado de forma tépica. Sugerimos, através de nossos resultados, que
este ion também age de forma local, diretamente nas células 6sseas, estimulando a
acao e replicagao dos osteoblastos e a inibicho e replicagdo dos osteoclastos,
levando a um aumento da taxa de sintese 6ssea e a diminui¢cao da reabsorgéo.

Este achado concorda com as afirmag¢des de Cabrera et al. (1999), quando
citam que o estroncio apresenta a capacidade de penetrar nas células, via canais de
célcio, e subsequentemente se ligar aos sitios de ligagao intracelulares, tais como o
reticulo endoplasmatico, afetando desta forma a homeostasia intracelular de calcio e
os processos de mineralizacdo 6sseas. Realmente concordamos que o estroncio
deva penetrar nas células, mas na dose por nos utilizada nao observamos disturbios

de mineralizagdo. Ao contrario, o estréncio estimulou e incrementou a ossificagéo
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intramembranosa que se desenvolveu nos defeitos dsseos criados nas mandibulas
dos coelhos.

Ainda segundo Cabrera et al (1 999), o estréncio ndo parece afetar a produgéo
de proteinas colagenosas produzidas pelos osteoblastos. Concordamos com esta
afirmagao em vista dos achados histomorfolégicos nos grupos testes, onde se
verificou a formagdo de uma matriz ¢éssea com estrutura de feixes colagenos bem
estruturada, principalmente visivel nas amostras de 56 dias, onde ja é possivel
observar a estruturagdo de sistemas de Havers, sistema circunferencial externo e
estrutura lamelar do tecido ésseo.

Estes autores ainda descrevem em seu trabalho, que a causa do aumento de
massa ¢ssea nao pode ser bem definida: se por um aumento na sintese de ostedide,
ou por uma diminuigao na taxa de reabsorgao.

Também em nosso estudo nao pudemos chegar a uma conclusao definitiva
sobre esta questdo, apesar de termos observado que a quantidade de osteoblastos

secretores era muito grande. Em contrapartida, ndo pudemos documentar
osteoclastos, levando-nos a crer que o processo de reabsorgdo comum em
reparagoes 6sseas ndo foi relevante.

Segundo Dahl et al. (2001), o estroncio apresenta um efeito benéfico para o
0sso. Em estudos "in vitro®, o seu uso aumenta a replicacac de osteoblastos e
estimula a formacao 6ssea em células sob cultura. Estes efeitos foram observados
tanto em céluias isoladas quanto em cultura de tecidos e também em estudos "in
vivo". Estes autores chegaram a concluséo de que o cloreto de estroncio, em baixas

doses. nac causa nenhum disturbio no metabolismo d6sseo, mas aumenta 0 numero

de ostecoblastos e diminui 0 numero e atividade de osteoclastos.
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Poderiamos concordar com estas afirmacdes totalmente, nao fosse o fato de
que a auséncia de osteoclastos, em nosso trabalho, ocorreu tanto nos grupos teste
COMO Nos grupos controle. Desta forma, esta afirmagao nos leva a crer que a grande
diferenca observada entre os grupos teste e controle, com uma taxa de formacéo
0ssea maior nos grupos teste, deve ser de responsabilidade do maior nimero e
atividade dos osteoblastos.

Marie et al. (2001) citaram que o estréncio exerce acédo anabolizante no tecido
0sseo, e em baixas doses estimula a sintese deste tecido, resultando num aumento
da massa 6ssea em animais normais. Segundo estes autores, ratos expostos a
administracao de estroncio (na forma de cloreto), mostraram aumento no volume de

osso trabecular, avaliado atraves de histomorfometria, sem alteracdo do perfil
mineral ou do processo de mineralizagao. Ainda neste estudo, citaram que a
administracao local de cloreto de estréncio, na forma injetavel e na concentragao de
0,5 mM, uma vez por semana, também estimulou a formag¢ao de osso alveolar em
ratos.

Este estudo se aproxima do nosso, quanto a aplicagao topica do cloreto de
estréncio, apesar de a forma de administragdo ser diferente. Os resultados também
sao coincidentes, pois em nosso estudo também detectamos um incremento na
formacdo de tecido ¢sseo mandibular quando tratado localmente com cloreto de
estroncio.

Ferraro et al. (2001) estudaram o efeito do cloreto de estroncio sobre o 0sso
alveolar de ratos, administrando este fon atraves de um veiculo de esponja de
colageno (Gelfoam) localmente. As esponjas de colageno foram embebidas em
solucdo de cloreto de estréncio a 2 M para os grupos teste e embebidas em solugao

fisiologica para ©0s  grupos controle. As esponjas foram implantadas
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subperiostealmente e supraperiosteaimente, porém nao foram criados defeitos
Osseos. Desta forma, o cloreto de estroncio foi utilizado localmente e os resultados
Sugerem que a osteogéenese pode ser estimulada pela presenca local deste jon.

Utilizamos um protocolo de trabalho semelhante em nosso estudo: a
concentragido do cloreto de estréncio foi também de 2M e o veiculo utilizado foi
igualmente uma esponja de coldgeno (Hemospon®). Porém, diferentemente destes
autores, colocamos as esponjas de colageno dentro de defeitos 6sseos,
subperiostealmente e cobertas com membranas reabsorviveis, e ndo em sua
superficie. Porém, nossos resultados nos levaram a sugerir, igualmente a estes
autores, que o cloreto de estroncio pode realmente estimular a osteogénese em
tecido ésseo quando utilizado localmente.

Ammann et al. {2004) realizaram um estudo sobre a agao do ranelato de
estroncio no aumento da massa éssea e na melhoria da arquitetura deste tecido em
ratos. Os autores relataram que os animais tratados com estréncio demonstraram
aumento e melhoria da micro-arquitetura do tecido 6sseo, relacionados com o
aumento do nimero de trabéculas e sua espessura. Isto parece vir de acordo com
nossos resultados, uma vez que é notavel a maior produgdo de matriz 6ssea, a
maior quantidade de trabéculas ésseas e sua maior espessura em nossos grupos
teste.

Segundo Marie {(2005), o estroncio administrado em ratos em periodo de
crescimento estimula o aumento do volume trabecular 6sseo sem alterar a sua
mineralizacdo. Segundo o autor, o estroncio estimula a replicagdo de pre-
osteoblastos e estimula a sintese de colageno pelos osteoblastos. Além disso, o

estréncio inibe a reabsorgdo 6ssea de osteoclastos em camundongos.
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Estas afirmagdes coincidem com os resultados de nosso estudo, onde é
possivel se observar o grande numero de osteoblastos recém diferenciados e
secretores em nosso grupo A1 (teste de 28 dias), assim como a grande quantidade
de feixes de fibras coldgenas sendo anexadas pelo osteoide recém sintetizado,
demonstrando a grande atividade destas células.

Deve-se discutir o fato de termos encontrado infiltrado inflamatério em nosso
grupo A (controle de 28 dias). Este infiltrado se mostrou disperso por um grande
volume de tecido conjuntivo denso que preencheu o defeito 6sseo criado nos grupos
controle.

Poder-se-ia deduzir que este infiltrado inflamatorio fosse devido a presenga
da esponja de colageno no interior dos defeitos, mas a mesma esponja foi utilizada
nos defeitos 6sseos do grupo A1 (teste de 28 dias), e neste, as células inflamatoérias

se mostraram raras ou inexistentes.

Outra possibilidade para o surgimento destas células no grupo A (controle de
28 dias) seria a presenca da membrana reabsorvivel, mas, seguindo o mesmo
raciocinio, a mesma membrana foi utilizada nos grupos teste A1 e B1. Nao temos
condicdes de afirmar com certeza a razao do surgimento deste infiltrado inflamatorio,
mas sabemos que se repetiu em todos os animais do grupo A (controle de 28 dias).

Ferraro et al. (2001), levantaram a hipotese de que o aumento na taxa de
formacdo dssea encontrada em seu estudo pudesse ser relacionado a um estimulo
inflamatdrio causado pela presenca das esponjas de colageno. Discordamos deste
fato, uma vez que encontramos processo inflamatério croénico somente nas amostras
do grupo controle. Em nosso modelo experimental, chegamos a conclusao de que

nao se pode atribuir a presenca de células inflamatérias a esponja de colageno nem

4 membrana reabsorvivel.
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Além deste infiltrado inflamatério, a presenga da grande quantidade de tecido
conjuntivo denso no grupo controle, que ndo existia na mesma proporgao no grupo
teste, nos leva a crer que a utilizagéo do cloreto de estroncio, segundo nossa
metodologia, acelerou a produgéo de tecido 6sseo nos defeitos cirdrgicos criados.

Na andlise de 56 dias, as diferengas histomorfologicas entre os grupos teste e
controle foram mais discretas. A principal diferenga encontrada foi a formagdo do
sistema circunferencial externo no grupo teste, indicativo da reestruturagdo da
cortical compacta externa da mandibula. No grupo controle, apesar do tecido 6sseo

estar bem estruturado, esta formacgao cortical nao foi visivel.

E interessante também ressaltar como a estrutura do tecido conjuntivo
normalmente existente entre as trabéculas do tecido ésseo neoformado se
apresentou no estudo.

Nos grupos teste e controle de 28 dias (A e A1), o tecido ai encontrado foi
diagnosticado como sendo um tecido conjuntivo frouxo. A quantidade de vasos
sanguineos se mostrou maior no grupo teste (A) que no controle (A1), ¢ que nos
leva a sugerir que o maior afluxo sanguineo na regiao é indicativo de uma maior
atividade tecidual e celular.

Também o préprio tecido conjuntivo remanescente, presente no interior dos
defeitos dsseos, que se apresentou em maior quantidade no grupo controle do que
no teste, mostrou uma variagdo na quantidade e no tamanho dos vasos sanguineos.
Estes se mostraram maiores e em maior quantidade nas amostras no grupo teste
(A1). Este fato também nos leva a acreditar que houve uma maior atividade

osteogénica do tecido dsseo no grupo teste (A1 e B1), tratado com o cloreto de

estroncio topicamente.
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Quanto & medula 6ssea observada nos grupos B e B1 (teste e controle de 56
dias), pudemos observar a presenca de células adiposas e vasos sanguineos, que
$€ mostraram mais presentes nas amostras do grupo B1 (teste 56 dias), apesar de
também existirem nas amostras do grupo B {controle 56 dias), ainda que em menor
quantidade.

A presenga de tecido adiposo na medula 6ssea das amostras do grupo B
{teste 56 dias) sugere a existéncia de uma medula madura, chamada de medula
bssea amarela, tipica de tecidos 6sseos secundarios. Esta afirmacao é reiterada
pela avaliagcdo do tecido 6sseo encontrado nestas amostras, uma vez que é possivel

observar a constituicao de diversos sistemas de Havers, alguns totalmente
formados, outros em formagao ou em remodelagao.

Esta condicao de remodelagcao ou substituicao de sistemas de Havers em
tecido osseo & caracteristica de ossos maduros, pois € sabido que este tecido
apresenta alto metabolismo, sendo constantemente remodelado atraves da
construgdo e modificagdo dos sistemas ja existentes. Isto demonstra que o tecido
4sseo apresenta um furn over alto, e é indicativo de tecido saudavel.

Ainda analisando a medula éssea encontrada nas amostras de 56 dias, é
importante citar a presencga de vasos de calibre maior, como artérias e veias, vasos
estes que ndo foram encontrados nas amostras de 28 dias, demonstrando que o
tecido 6sseo formado no interior dos defeitos cirdrgicos somente evoluiu, de primario
para secundério, e teve sua arquitetura incrementada durante este periodo.

Nota-se que a presenca destes grandes vasos foi mais evidente nas amostras
dos grupos A1 e B1 (teste 28 e 56 dias) que nas controle, levando-nos novamente a

crer que a utilizagao topica do cloreto de estréncio foi benéfica para o tecido 6sseo

neste modelo experimental.
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7. CONCLUSOES

Através dos nossos resultados podemos concluir que:

a) neste modelo experimental a aplicagao tépica de gel de cloreto de estroncio a 2M

estimulou a reparagao dssea de defeitos criados em mandibulas de coelhos.

b) A reparagao éssea estimulada pelo gel de cloreto de estroncio foi mais evidente

nas amostras de 28 dias.

c) Nas amostras de 56 dias a diferenga no crescimento 6sseo enfre as amostras

controle e teste nao foi tho expressiva.
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