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RESUMO

Objetivos: O tratamento de defeitos 6sseos intrabucais tem sido um desafio na area
odontologica e a pesquisa de novas drogas para otimizar os resultados cirargicos
regenerativos é de extrema importancia. Este estudo experimental em modelo
animal teve como objetivo avaliar o efeito do Ranelato de Estroncio (RSr)
administrado via oral, no reparo de defeitos 0sseos intrabucais em ratos.
Metodologia: Foram utilizados 20 ratos Lewis, divididos em 4 grupos, sendo 2
grupos controles e 2 grupos testes, sacrificados em 14 e 42 dias. Ambos 0s grupos
passaram pelo procedimento cirargico, para criacdo de um defeito 0Osseo
padronizado na regido dos alvéolos distais do 1 molar superior. Os grupos testes
receberam uma dose diaria de 625 mg/kg de RSr via oral e 0s grupos controle
receberam placebo. Fragmentos dos maxilares operados foram processados para
analise histolégica e morfometria da neoformacédo 0ssea. Resultados: No periodo
de 14 dias, os resultados histolégicos apontaram padrdes de cicatrizacao
semelhantes entre 0s grupos comparados. Entretanto aos 42 dias, 0 grupo teste
apresentou aspectos sugestivos de melhor organizacéo tecidual, compativel com um
nivel de maturacdo Ossea levemente avancada. A avaliacdo histomorfométrica
revelou maior taxa de deposicdo 6ssea no grupo tratado 14 dias quando comparado
ao controle de mesmo periodo (p<0,05). Os animais acompanhados por 42 dias nao
mostraram diferenca estatistica nos parametros histomorfométricos avaliados.
Conclusdo: O RSr parece acelerar o processo de neoformacdo Ossea. Estes
resultados-abrem perspectivas favoraveis para aplicacdo do RSr como uma terapia
coadjuvante onde a aceleracdo do reparo 6sseo pode antecipar o restabelecimento

funcional dos pacientes.



Palavra passe: Reparo 6sseo; Ranelato de estréncio; Defeito ésseo intrabucal



ABSTRACT

Evaluation of strontium ranelate in repair of intrabucal bone defects in rats
Objectives : Treatment of intrabuccal bone defects has been a challenge in the
dental field and researches to discover new drugs to optimize regenerative surgical
outcomes are extremely important. This experimental study in animal model aimed to
evaluate the effect of RSr orally administered in repair of intrabuccal bone defects in
rats. Methodology: Twenty Lewis rats were divided into 4 groups; 2 control groups
and 2 test groups, followed for 14 and 42 days. Both groups were submited to the
surgical procedure to create a standardized bone defect in the alveolar distal roots
region of the first molar. The test groups received a daily dose of 625 mg / kg orally
RSr and control groups received placebo. Fragments of the maxillary operated were
processed for histology and morphometry of bone formation. Results: In 14 days the
histological results showed similar patterns of healing in the two groups. However,
after 42 days the test group seemed to have better bone organization, compatible
with a discrete advanced stage of bone maturation .Histomorphometric evaluation
revealed a higher rate of bone deposition in the 14 days treated group when
compared to the control group (p < 0.05). The animals followed for 42 days showed
no statistical difference in histomorphometric parameters evaluated. Conclusion:
The RSr seems to accelerate the process of bone formation. These results open up
favorable prospects for application of RSR as an adjuvant therapy where the

acceleration of bone repair can anticipate the functional rehabilitation of patients.

Keywords: Bone repair; Strontium ranelate; Intrabuccal bone defect
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um dos poucos 6rgdos que mantém o potencial de regeneracdo na
vida adulta, uma vez que possui propriedades consideraveis de reparacdo. A
expressdo dessa caracteristica Unica se aplica para remodelacdo peridédica do
esqueleto, consolidacdo de fraturas e reabilitacdo de defeitos 6sseos (GIANNOUDIS
et al., 2007).

A reconstrucao 0ssea € fundamental para a reabilitacdo funcional e estética na area
odontoldgica, especialmente na corre¢cdo de perdas por traumas ou mudancas
atréficas do processo alveolar (CHIAPASCO et al.,, 2013; KANG et al.,, 2012).
Algumas técnicas sdo conhecidas para o tratamento de defeitos 6sseos associados
a doenca periodontal, implantes dentarios ou até mesmo em fraturas esqueléticas,
consistindo na substituicdo do tecido perdido por particulas de 0sso ou compostos
sintéticos para o preenchimento adequado dos defeitos (THYLIN et al., 2002).
Atualmente, 0s enxertos 0sseos autégenos sao considerados padrdo ouro em
material de enxertia (ALAM et al., 2009). Apesar das vantagens que essa
modalidade terapéutica oferece, alguns pontos desfavoraveis podem ser levantados
como a necessidade de um segundo sitio cirdrgico e a existéncia de areas doadoras
viaveis. Tais desvantagens incentivaram a procura de outras formas de tratamento,
dentre elas, a utilizacdo de biomateriais.

Para que os biomateriais possam ser usados como uma boa alternativa aos enxertos
0sseos, devem apresentar determinadas caracteristicas, como biocompatibilidade e
biodegradagdo. Além disso, idealmente, esses compostos devem estimular a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, promovendo a reparagao

0ssea por osteoinducédo (CHESMEL et al., 1998).
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O Ranelato de Estrébncio (RSr) € um novo composto que tém sido usado no
tratamento da osteoporose pds - menopausa com o objetivo de reduzir o risco de
fraturas vertebrais e de pelve na mulher (MEUNIER et al., 2004; SEEMAN et al.,
2006; REGINSTER et al., 2005). O mecanismo de agcao celular e molecular desta
droga sobre o0 osso ainda permanece pouco compreendido. Alguns estudos in vitro
sugerem que este farmaco pode promover a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos (CANALIS et al., 1996; BONNELYE et al., 2008), outros demonstraram
que RSr pode aumentar a diferenciacdo osteogénica de células da medula 6ssea
(MEUNIER et al., 2004, CHOUDHARY et al. 2007). Existem evidencias que esta
droga tem modo duplo de acéo, agindo concomitantemente na inibicdo da atividade
osteoclastica e estimulando a replicacdo e maturacdo osteoblastica (MARIE, et al.,
2011).

Embora o RSr seja vastamente pesquisado e utilizado em diferentes segmentos da
medicina (MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005; KAUFMAN et al., 2013)
as pesquisas na area odontoldgica ainda sao escassas (LI et al., 2012).

Dado a importancia da regeneracdo 6ssea nas diferentes areas da odontologia, faz-
se necessario o conhecimento do efeito do RSr nos processos de reparo e
remodelacdo 6ssea bucais. A aplicacdo desta droga como uma nova estratégia
terapéutica, pode trazer grandes beneficios nas areas de periodontia, implantodontia

e buco-maxilo facial.
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2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 Regeneracéo Ossea

O tecido 6sseo pode ser dividido em trés componentes: matriz organica (ostedide),
minerais e células. A matriz ostedide € constituida em 90% por colageno tipo |,
sendo que os 10% restantes sdo compostos por outras proteinas désseas como a
osteocalcina, osteonectina e osteopontina (DESSAUER, 1997; ENDRES et al.,
2001).

Esse tecido sofre constante remodelacao para garantia da homeostase do esqueleto
como um todo. O processo de remodelacdo éssea € regulado por diversos fatores
locais e/ou sistémicos, incluindo estimulo elétrico, forca mecéanica, hormoénios (PTH,
hormbnios da tiredide, estrégeno, andrégenos, cortisol, calcitonina, horménio do
crescimento), fatores do crescimento (IGF-1) e citocinas. Em um ciclo de
remodelacdo tipico, a reabsorcéo 6ssea leva de 7 a 10 dias e a formacédo de 2 a 3
meses. Aproximadamente 25% do 0sso esponjoso é renovado a cada ano, ao passo
que apenas 3% do osso cortical é trocado nesse mesmo periodo (WATTS et al.,
1999).

Uma vez que um defeito 6sseo € instalado e a regeneracdo 6ssea endégena nao é
suficiente para o seu reparo, se faz necessario a realizacao de técnicas de enxertia
para a reabilitacdo. As técnicas de enxertia podem ser classificadas como
osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras.

A osteogénese ocorre quando osteoblastos ou células precursoras de osteoblastos
sao transplantados com o material de enxerto para dentro do defeito, onde podem

estabelecer novos centros de formacédo O0ssea (LINDHE, 2010). Enxertos 0sseos
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autégeno do iliaco e de osso medular sdo exemplos de transplantes com
propriedades osteogénicas.

A osteoconducao ocorre quando o material de enxerto ndo vital serve como um
arcabouco para o crescimento de células precursoras dos osteoblastos para o
interior do defeito. Osso cortical autdgeno ou o0sso alégeno de bancos de tecidos
podem ser citados como exemplo de materiais de enxerto com propriedades
osteocondutoras (LINDHE, 2010).

A osteoinducdo envolve a formacdo de um novo tecido ésseo pela diferenciacédo
local das células mesenquimais em osteoblastos sobre a influéncia de um ou de
mais agentes indutores (LINDHE, 2010).

Estudos comprovam que frequentemente ocorre o envolvimento dos trés
mecanismos de formacéo 6ssea e todo material substituto ésseo possui ao menos

um desses trés modos de acdo (LYNCH et al., 1999; DINATO et al., 2001).
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2.2 Ranelato de estroncio

Inimeras substancias tém sido estudadas na tentativa de melhorar a qualidade do
tecido 6sseo, diminuindo os processos de reabsorcao e estimulando a sua formacao.
Entre estas, o estroncio tem demonstrado resultados promissores, alterando o
balanco fisiolégico do tecido 6sseo no sentido de bloquear a agdo dos osteoclastos e
estimular a acao e diferenciacdo dos osteoblastos (DAHL et al., 2001; MARIE et al.,
2001; FONSECA et al., 2008). Esse elemento tem sido amplamente estudado na
forma de cloreto ou de ranelato, sendo este Ultimo o mais utilizado, por via sistémica,
na prevencao da osteoporose.

A capacidade de penetracdo do estroncio nas células via canais de calcio, bem
como a sua unido a determinados sitios de ligacdo intracelulares, tais como o
reticulo endoplasmatico, foi demonstrado em pesquisas anteriores, sendo que tal
caracteristica € capaz de afetar a homeostasia intracelular do célcio e os processos
de mineralizacdo Ossea (CABRERA et al, 1999). Estudos que avaliam a
farmacocinética do estréncio e do calcio tém sido realizados em conjunto. De fato,
em trabalhos anteriores, foi sugerido que os dois elementos ndo sé partilham
algumas caracteristicas quimicas e fisicas em comum como também exibem
envolvimentos semelhantes em um grande numero de processos biol6gicos
(SEILER et al., 1994).

Os estudos in vitro apontam a utilizacdo do RSr como um possivel modulador do
metabolismo 6sseo. Os achados sugerem a atividade anabdlica da droga, capaz de
induzir o aumento dos niveis de osteocalcina e fosfatase alcalina, favorecendo
assim, o aumento de deposi¢cdo mineral por células osteoblasticas (BARON et al.,

2002; CHOUDHARY et al. 2007; BONNELYE et al., 2008).
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Algumas pesquisas in vivo foram realizadas no intuito de avaliar na pratica as
caracteristicas vantajosas que o estroncio apresenta em relacdo ao reparo de tecido
0sseo. No estudo de Peng e colaboradores em 2010 foi verificado a existéncia da
acdo anabdlica do RSr em 0ssos normais e osteoporoticos; 0 mecanismo anabdlico
se mostrou associado a uma maior diferenciagdo osteoblastica das células
indiferenciadas da medula éssea.

Li e colaboradores em 2012 estudou o efeito do RSr na osteointegracdo de
implantes de titnio em ratas osteoporéticas. Os resultados demostraram que o RSr
pode melhorar os parametros de osseointegracdo de implantes de titanio. Sendo
assim, existe um direcionamento na literatura para realizagcdo de novas pesquisas

para avaliar a agdo do RSr no tecido dsseo.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do RSr administrado via sistémica no reparo de defeitos 6sseos

intrabucais de dimensdes padronizadas, criados em maxilares superiores de ratos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da aplicacdo do RSr na quantidade de formacdo Ossea,

apos 14 e 42 dias dos procedimentos cirlrgicos.

b) Avaliar os efeitos da aplicacdo do RSr na maturacéo éssea, apos 14 e 42 dias

dos procedimentos cirdrgicos.
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4 HIPOTESES

a) O RSr aumenta a quantidade de neoformacdo Ossea nos Qrupos

experimentais (RSr).

b) O RSr melhora a qualidade O6ssea recém formada nos grupos

experimentais (RSr).

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho de estudo

Ensaio experimental em modelo animal.

5.2 Modelo experimental

5.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Rattus norvegicus albinus: Lewis (n= 20) com dez
semanas de vida, pesando entre 280 e 310g, provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.
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5.2.2 Amostragem
A amostra foi dividida em grupos com cinco animais cada, que foram alocados da
seguinte maneira:

1. Grupo C14 — controle 14 dias.
2. Grupo T14 — controle 42 dias.
3. Grupo C42 — experimental 14 dias.
4. Grupo T42 — experimental 42 dias.

Os animais foram acondicionados em biotério apropriado com controle de
temperatura e luminosidade. Os ratos tinham acesso ad libitum a agua e racéo para
animais de laboratério, exceto no periodo ap6s os procedimentos cirlrgicos de
extracdo dos primeiros molares e criacdo do defeito 6sseo, quando os animais
permaneceram por 05 dias em dieta pastosa e agua. Importante ressaltar que
durante o periodo operatorio o alimento pastoso e a agua eram renovados a cada 24
horas e os animais foram acondicionados um por gaiola. De acordo com as normas
da Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA), os animais receberam
analgésicos, antiinflamatorios profilaticos e antibiéticos na fase pés-operatoria. Este

projeto foi previamente aprovado pelo CEUA, sob nimero 303/2013 (Anexo).

21



5.2.3 Criacdo do defeito 6sseo

O modelo de alvéolo dental apdés exodontias tem sido um modelo de estudo
bastante utilizado em pesquisas para avaliacdo de fatores que possam acelerar ou
retardar o processo de reparo 6sseo (KANYAMA et al., 2003; TEOFILO et al., 2004).
Entretanto, embora representem um modelo viavel para analise da reconstituicdo
0ssea, essas cavidades minimas, geradas pela exodontia dos molares de ratos,
apresentam algumas limitagdes, como a variagdo do tamanho do alvéolo e a
presenca dos septos interradiculares. Alvéolos dentérios integros sdo modelos
passiveis de variagbes inclusive da quantidade de residuos remanescentes do
ligamento periodontal, os quais podem interferir na interpretacdo dos resultados.
Modelos de defeitos 6sseos mais amplos e padronizados tém sido tradicionalmente
criados em tibias, fémures e calota craniana de ratos e coelhos (LEE et al., 2010;
PURICELLI et al., 2010).

O procedimento cirlrgico e a criacdo dos defeitos 6sseos foram baseados no

protocolo estabelecido por COSTA-FILHO L.B. et al., em 2012.
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Figura 01 - Andlise topogréfica do cranio, alvéolo e 1° molares superiores.

(A) Avaliacdo das coroas dos 1° molares. (B) Visualizacdo dos alvéolos dos 1°
molares. (C) 1° molares superiores. (D) Imagem ampliada do 1° molar

superior.

Figura 02 - Imagem do créanio de rato dissecado.

(A) Defeito 6sseo padronizado em cranio dissecado (seta amarela)
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Os animais foram anestesiados com injecéo intramuscular de uma combinacéo de
sedativo e relaxante muscular, cloridrato de xilazina 2% (0,1 ml/100g peso corporal)
e a base anestésica, cloridrato de Ketamina 10% (0,1ml/100g).

Previamente a cirurgia, os animais receberam uma dose de antiinflamatorio de uso
veterinario, Flunixina/ meglumina (Banamine injetavel pet), 1,1 mg/kg. Apoés
posicionamento dos animais na mesa cirargica em decubito dorsal, foram extraidos
por via alveolar, os primeiros molares superiores direitos, utilizando-se um
instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pin¢ca dente de rato para
luxacdo e remocdo dos dentes. ApGs confirmacdo da integridade dos dentes
removidos, o defeito 6sseo padronizado foi criado com o auxilio de uma broca
diamantada cilindrica 2094, acoplada a um contra angulo Kavo/ micromotor Driller
para implantes, sob irrigacdo com solucéo salina estéril. Foram removidos 0s septos
interradiculares das raizes distais. O septo da raiz mesial foi sempre preservado. Os
defeitos 6sseos obtidos tinham dimensao de aproximadamente 2,5 mm de diametro
X 2,5 mm de profundidade (FIG 03).

As bordas da mucosa sobre o sitio operado foram suturadas com fio de nylon, Biosut
6,0, por meio da técnica de colchoeiro modificada (FIG 04). Os animais receberam 3
doses subcutédneas do antibidtico oxitetraciclina (Terramicina Solucdo injetavel),
10mg/Kg, uma a cada 24 horas. Os animais foram sacrificados apos 14 e 42 dias. As

suturas foram removidas no 14° dia apds o procedimento cirlrgico.
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Figura 03 — Procedimento cirurgico. (A) Animal posicionado em decubito dorsal e
luxacdo do 1° molar com pinca dente de rato. (B) Visualizacdo dos alvéolos das

raizes distais. (C) Criacdo do defeito sob irrigacéo.

Figura 04 — Finalizagdo do procedimento cirdrgico. (A) Conferencia da remoc¢ao das
raizes, auséncia de perfuragcédo e planificacdo da parede de fundo e avaliacdo do
defeito sendo preenchido por coagulo. (B) Posicionamento da sutura e

reposicionamento das bordas gengivais. (C) Aspecto final apés a sintese da ferida.

Apds o procedimento cirdrgico, os animais foram monitorados até o final do efeito

anestésico e a fim de minimizar os possiveis traumas sobre as areas operadas,
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foram mantidos isolados, ficando um em cada gaiola até a data de sacrificio.
Receberam dieta pastosa (Mucilon) por 05 dias. A agua foi renovada e as gaiolas
limpas, com detergente, &lcool e hipoclorito de sédio também diariamente. No
periodo pos-operatério ndo foram utilizadas maravalhas, para evitar sua introdugéo

na cavidade oral dos ratos.

Figura 05 — Exames radiogréficos de cranio de rato

Radiografia de perfil de maxilar superior de ratos

(A) Imagem radiografica evidenciando o defeito 6sseo na area dos alvéolos das
raizes distais do 1° molar (seta). (B) Imagem ampliada do defeito 6sseo (linha

tracejada e seta).

5.2.4 Administracdo do ranelato de estréncio

Apds o procedimento cirdrgico, 625 mg/ kg de RSr (Protos) foi adicionado a 2
gramas de alimento pastoso, 7 dias por semana. Esta dose é equivalente a dose
clinica em humanos de 2g/ dia (MARIE et al. 1993; AMMANN et al. 2004). Os
animais do grupo controle receberam também, a mesma quantidade de alimento

pastoso; 2 gramas/dia.
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5.3 Métodos de avaliacao histologica e morfométrica

Os animais foram sacrificados ap6s 2 e 6 semanas dos procedimentos. O periodo de
14 dias foi selecionado por representar o periodo inicial de regeneracdo Ossea
alveolar. Aos 42 dias, estudos sugerem que 0 processo de reparo 0sseo esta
completo (BRANDAO, 2002; ZIED et al.,2005), apresentando rede de trabéculas
0sseas espessas e espacos medulares reduzidos (MENDES et al, 2008). Apés o
sacrificio, os animais tiveram suas cabecas dissecadas, removendo-se a pele e o
tecido muscular. As maxilas imediatamente foram fixadas por imersao em formalina
neutra tamponada (FTN) 10%, a temperatura ambiente, por 72 horas.

Apés a fixacdo as maxilas foram desmineralizadas em solucdo desmineralizadora
Planck Richol's produzida pela mistura de cloreto de aluminio, acido formico e acido
cloridrico. Apés 48 horas as pecas foram submersas em solugcdo EDTA e entédo
aparadas e seccionadas em plano frontal. Um corte preliminar na area central do
defeito permitiu a padronizacdo da area de microtomia e consequentemente, a
uniformidade da regido a ser avaliada em todos os grupos. O corte foi realizado 1mm

da face mesial da coroa do 2° molar (FIG 06).
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Figura 06 — Peca sendo preparada para histologia

(A) Imagem mostrando o corte a 1 mm da face mesial do 2 molar.

As pecas foram imersas em agua corrente por uma noite para retirada do excesso
de Planck e entéo foram processadas para histologia, conforme protocolo de rotina a
seqguir:
a. Desidratacdo em uma série crescente de alcoois (70%, 80% Il, 90%, 95%,
absoluto |, absoluto I, absoluto lll, absoluto 1V), por 30 minutos em cada

banho;

b. Diafanizacdo em trés banhos de xilol, durante 30 minutos em cada banho;

c. Infiltracdo em trés banhos de parafina a 58°C, durante 40 minutos cada;

d. Inclusdo em parafina histolégica, em moldes pré-definidos para microtomia

em plano frontal.

Cerca de 110 cortes seriados de 6 micrometros de espessura de cada amostra

foram montados em 13 laminas histolégicas sequenciais, previamente tratadas com
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silano 2%. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e Tricromico de
GOmori para avaliacao histologica e analises morfométricas.

No critério de avaliacdo dos animais acompanhados por 14 dias alguns aspectos
histologicos foram considerados motivo de exclusdo da amostra, sendo estes a
presenca de corpos estranhos como pelos, maravalha ou qualquer outra imagem
gue sugerisse alteracado do padrdo de reparo tecidual. Os mesmos aspectos foram
encontrados em animais dos grupos C14 e T14 (Anexo- Imagem 01). Para os grupos
de 42 dias os animais que apresentaram a presenca de sequestro 6sseo envolvendo
a parede vestibular do defeito também foram excluidos. Isto porque, devido ao maior
tempo dado para avaliagdo destes grupos, alguns animais apresentaram alteracéo
da resposta de reparo com evidéncias de invasédo epitelial e presenga de fragmento
0sseo isolado no sitio de cicatrizacado (Anexo- Imagem 02). A ocorréncia deste fato
muito provavelmente se relaciona a necessidade de ampliacdo do defeito devido a
divergéncia entre as raizes do primeiro molar em alguns animais. A diminuicdo da
espessura da parede vestibular a torna mais fragil e de dificil vascularizagéo,
aumentando assim, os riscos de um sequestro 6sseo.

Para analise morfométrica foram selecionados 3 cortes histolégicos, sendo: corte 1
correspondendo ao centro do defeito; corte 3 correspondendo a extremidade distal
do defeito; corte 2 correspondendo ao ponto intermediario aos cortes 1 e 3. Os
cortes entdo foram corados com Tricomico de GOmori para quantificacdo da
deposicdo O0ssea por morfometria. Imagens capturadas com a objetiva de 4X, pela
camera Q-color 3 acoplada ao microscopio de luz Olympus BX-41, foram avaliadas
com o Software para analises morfométricas Image Jey. Este software permitiu a

leitura precisa das areas coradas em verde pelo Tricomico de Gémori (colageno 1)
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correspondentes a neoformacdo O&ssea, fornecendo assim o percentual de

neoformacéo relativo & &rea avaliada (FIG 07 e 08).

Figura 07 — Analise morfométrica sendo realizada pelo software Image Jey

(A) Imagem original corada com Tricrdbmico de Gomori. (B) Selecdo das éareas a
serem excluidas da leitura (amarelo). (C) Selecdo das areas a serem excluidas da
leitura (vermelho). (D) Definicdo da area de leitura apds a separacdo dos canais de
cores e selecdo do canal de cor com 0 maior contraste de estruturas Osseas e
deposicdo de colageno. Quadrado em amarelo identificando a area a ser lida pelo

software.
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Figura 08 - Quadro de resultados do software Image Jey
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(A)Imagem evidenciando a leitura do percentual de colageno em relacédo a area

total de leitura.(seta vermelha)

6 RESULTADOS

A avaliacdo histolégica revelou um padrdo de cicatrizacdo tecidual bastante
semelhante entre os grupos controle e teste, no periodo de 14 dias. Em ambos os
grupos, a ferida cirdrgica mostrou-se completamente fechada, recoberta por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado e tecido conjuntivo subjacente apresentando
aspecto histolégico saudavel, livre de infiltrado inflamatério. (Anexo Imagem 03).
Células inflamatérias esparsas entremeadas por um tecido conjuntivo em fase
proliferativa com fibroblastos e uma rede de delicadas fibras colagenas preenchiam
a maior parte do defeito. Aos 14 dias, a neoformacdo 0ssea pdde ser observada
especialmente no terco apical e médio do defeito em ambos os grupos (Anexo-

Imagem 04).
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Os achados histologicos também mostraram a proliferacdo osteoblastica em regifes
de trabéculas ésseas neoformadas. Tais aspectos ocorreram em ambos 0S grupos
(T14 e C14), mas foram mais evidentes em animais tratados. No grupo T14 a area
de preenchimento do defeito por deposicdo Ossea foi significativamente maior
(p<0,05) (Anexo- Tabela 1; Imagem 04 e 05).

Embora ndo tenha sido escopo deste trabalho avaliar a proliferacdo osteoclastica,
ficou evidente aos 14 dias, em ambos 0s grupos, O tipico processo de
remodelamento 6sseo. As imagens revelam a atividade simultanea de osteoclastos
em processo de reabsorcdo das paredes 6sseas e dos osteoblastos em processo de
sintese ou deposicdo de matriz colagena (Anexo Imagem 06). Aparentemente, nos 3
pontos de avaliacdo histolégica, nenhum sinal de desequilibrio entre as células,
osteoclastos e osteoblastos, péde ser observado em favor do grupo controle ou
tratado no periodo de 14 dias.

No periodo de 42 dias, os sitios operados apresentavam-se, em ambos 0S grupos,
recobertos por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. A area dos defeitos
revelou-se, preenchida por tecido 6sseo caracterizado por trabéculas ésseas
espessas, fusionadas e com poucos espacos medulares na éarea central. A
presenca de ostedcitos irregulares incluidos na matriz 6ssea neoformada na area
central do defeito revelava a natureza ainda imatura do tecido 6sseo nessa regido.
Entretanto, junto as paredes laterais (paredes remanescentes do defeito), 0 0sso
neoformado ja apresentava um aspecto mais lamelar, organizado em camadas
paralelas (Anexo Imagem 07 e 08). Histologicamente, notou-se uma melhor
organizacdo da matriz 6ssea com alguns ostedcitos ja esbocando organizacdo em
sistema de Havers, nas amostras dos animais tratados, do grupo T42 (Anexo

Imagem 08).
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Um achado comum nas amostras de 42 dias, independente do tratamento com RS,
foi a deposicéo de tecido 6sseo externamente a area do defeito, fato provavelmente
relacionado a resposta ao trauma mecanico causado durante a confeccao do defeito
(Anexo Imagem 07)

N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significantes na comparagéo
quantitativa da neoformacdo éssea entre os grupos C42 e T42 (p>0,05) (Anexo

Tabelal).

33



7 ARTIGO CIENTIFICO

Avaliacdo do ranelato de estréncio no reparo de defeitos 6sseos intrabucais

em ratos

RESUMO

Objetivos: O tratamento de defeitos 6sseos intrabucais tem sido um desafio na area
odontoldgica e a pesquisa de novas drogas para otimizar os resultados cirlrgicos
regenerativos € de extrema importancia. Este estudo experimental em modelo
animal teve como objetivo avaliar o efeito do Ranelato de Estroncio (RSr)
administrado via oral, no reparo de defeitos &sseos intrabucais em ratos.
Metodologia: Foram utilizados 20 ratos Lewis, divididos em 4 grupos, sendo 2
grupos controles e 2 grupos testes, acompanhados por 14 e 42 dias. Ambos o0s
grupos passaram pelo procedimento cirdrgico, para criagdo de um defeito 6sseo
padronizado na regido dos alvéolos distais do 1 molar superior. Os grupos testes
receberam uma dose diaria de 625 mg/kg de RSr via oral e 0s grupos controle
receberam placebo. Fragmentos dos maxilares operados foram processados para
andlise histoldgica e morfometria da neoformacdo éssea. Resultados: No periodo
de 14 dias, os resultados histolégicos apontaram padrbes de cicatrizacdo
semelhantes entre os grupos comparados. Entretanto aos 42 dias, o0 grupo teste
apresentou aspectos sugestivos de melhor organizagéo tecidual, compativel com um
nivel de maturacdo Ossea levemente avancada. A avaliacdo histomorfométrica
revelou maior taxa de deposi¢cdo 0ssea no grupo tratado 14 dias quando comparado
ao controle de mesmo periodo (p<0,05). Os animais acompanhados por 42 dias ndo

mostraram diferenga estatistica nos parametros histomorfometricos avaliados.
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Conclusdo: O RSr parece acelerar o processo de neoformacdo Ossea. Estes
resultados-abrem perspectivas favoraveis para aplicacdo do RS como uma terapia
coadjuvante onde a aceleracdo do reparo 6sseo pode antecipar o restabelecimento
funcional dos pacientes.

Palavras-chave: Defeito 0sseo intrabucal; Mineralizacdo Ossea; Ranelato de

estroncio; Reparo 6sseo
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um dos poucos 6rgaos que mantém o potencial de regeneracdo na
vida adulta, uma vez que possui propriedades consideraveis de reparacdo. A
expressdo dessa caracteristica Unica se aplica para remodelacdo peridédica do
esqueleto, consolidacdo de fraturas e reparacédo de defeitos 6sseos (GIANNOUDIS
et al., 2007)

A reconstrucao 0ssea € fundamental para a reabilitacdo funcional e estética na area
odontoldgica, especialmente na corre¢cdo de perdas por traumas ou mudancas
atréficas do processo alveolar (CHIAPASCO et al.,, 2012; KANG et al.,, 2012).
Técnicas atuais para o tratamento de defeitos O6sseos associados a doenca
periodontal, implantes dentarios ou até mesmo em fraturas esqueléticas, consistem
na substituicdo do tecido perdido por particulas de 0sso ou compostos sintéticos
para o preenchimento adequado dos defeitos (THYLIN et al., 2002).

Atualmente, 0s enxertos 0sseos autdgenos sdo considerados padrdo ouro em
material de enxertia (ALAM et al., 2009). Apesar das vantagens que essa
modalidade terapéutica oferece, alguns pontos desfavoraveis podem ser levantados:
como a necessidade de um segundo sitio cirirgico e a baixa disponibilidade de
areas doadoras viaveis. Tais desvantagens incentivaram a procura de outras formas
de tratamento como a utilizacdo de biomateriais.

Além dos biomateriais, as terapias ésseas contam também com a administracéo de
moléculas osteogénicas ou drogas que favorecam a deposicdo Ossea. Nesse
sentido, diversos fatores tém sido propostos como as BMPs (CICCIU et al., 2014), o
PDGF (TSUCHIYA et al., 2014), o acido hialurénico (MLADENOVIC et al., 2014) e
outros. Estes sé@o alguns fatores de crescimento, que em geral sdo aplicados

diretamente nos sitios de interesse; inUmeras outras drogas também tém sido
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utilizadas, sistemicamente, para estimulo do metabolismo 6sseo. Dentre essas
drogas clinicamente utilizadas, o Ranelato de Estroncio (RSr) tém merecido especial
atencao dos pesquisadores.

O RSr € um novo composto que tém sido usado no tratamento de osteoporose pos -
menopausa com o0 objetivo de reduzir o risco de fraturas vertebrais e de pelve na
mulher (MEUNIER et al., 2004; SEEMAN et al., 2006; REGINSTER et al., 2005). O
mecanismo de acao celular e molecular desse material sobre o o0sso ainda
permanece pouco compreendido. Alguns estudos in vitro sugerem que este farmaco
pode promover a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos (CANALIS et al., 1996;
BONNELYE et al., 2008) e aumentar a diferenciagcdo osteogénica de células da
medula 6ssea (CHOUDHARY et al. 2007; PENG et al., 2009). Existem evidencias
gue esta droga tem modo duplo de acédo, agindo concomitantemente na inibicdo da
atividade osteoclastica e estimulando a replicagdo e maturacdo osteoblastica
(MARIE et al.,, 2011). Embora o RSr seja vastamente pesquisado e utilizado em
diferentes segmentos da medicina (MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005;
KAUFMAN et al., 2013) as pesquisas na area odontolégica ainda séo escassas (LI et
al., 2012).

Dado a importancia da regeneracdo 0ssea na odontologia, o conhecimento dos
possiveis efeitos do RSr nos processos de reparo e remodelacdo 6sseos bucais
merecem investigacdo. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do RSr,

administrado via oral, no reparo de defeitos 6sseos intrabucais de ratos.
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MATERIAIS E METODOS

Modelo experimental

Neste modelo de estudo animal foram utilizados 20 ratos machos Lewis (Rattus
norvegicus albinus), com 10 semanas de vida, pesando entre 280g e 310g,
provenientes do Biotério do Departamento de Bioguimica e Imunologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos, Tratados (T14 e T42) e Controles (C14 e
C42), os quais foram sacrificados em 14 e 42 dias ap0s os procedimentos cirlrgicos.
Os animais foram acondicionados em biotério apropriado com controle de
temperatura e luminosidade. Os ratos tiveram acesso ad libitum a agua e racéo para
animais de laboratorio, exceto no periodo de 5 dias ap6s os procedimentos
cirdrgicos, quando permaneceram somente em dieta pastosa e agua. Importante
ressaltar que durante o periodo pds-operatério os animais foram acondicionados um
por gaiola.

Este projeto foi previamente aprovado pelo CEUA - Comiss&o de Etica no uso de

Animais /Universidade Federal de Minas Gerais.
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Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de uma combinacéo de
sedativo e relaxante muscular, cloridrato de xilazina 2% (0,1 ml/100g peso corporal)
e a base anestésica, cloridrato de Ketamina 10% (0,1ml/100g). Previamente a
cirurgia, os animais receberam uma dose de antiinflamatério de uso veterinario,
Flunixina/ meglumina (Banamine injetavel pet), 1,1 mg/kg. Os animais foram
posicionados em uma mesa cirdrgica em decubito dorsal, a exodontia do primeiro
molar superior direito foi realizada por via alveolar. Com o auxilio de uma broca
diamantada cilindrica 2094, o defeito ésseo padronizado (2,5 mm de diametro X 2,5
mm de profundidade) foi criado sob irrigacdo com solucdo salina estéril. Foram
removidos os septos interradiculares das raizes distais. O septo da raiz mesial foi
sempre preservado.

ApoGs confirmagdo da integridade das paredes do defeito, as bordas da mucosa
sobre o sitio operado foram suturadas. Os animais receberam por 3 dias, doses
subcutaneas de antibiético oxitetraciclina (Terramicina Solucéo injetavel), 10mg/Kg,
uma a cada 24 horas. Durante todo o periodo pés-operatério ndo foram utilizadas
maravalhas como forracdo das gaiolas, para evitar residuos intrabucais que
pudessem contaminar ou danificar o sitio das lesGes. As suturas foram removidas no
14° dia apds o procedimento cirdrgico. Os animais foram sacrificados apés 14 e 42

dias.
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Administragdo do Ranelato de Estréncio

O esquema de administracdo medicamentosa foi iniciado logo apds o procedimento
cirtrgico. Os animais tratados receberam 625 mg/ kg de RSr (Protos®, Laboratorio
Servier do Brasil, RJ) adicionado a 2 gramas de alimento pastoso, 7 dias por
semana, dose a qual se assemelha a utilizada em humanos de 2g/ dia (MARIE et al.,
1993; AMMANN et al., 2004). Os grupos controles também receberam a mesma

guantidade de alimento pastoso; 2 gramas/dia.

Métodos de avaliacdo histolégica e morfométrica

Os ratos foram sacrificados apés 14 e 42 dias dos procedimentos cirargicos. Apos 0
sacrificio, os animais tiveram suas cabecas dissecadas, removendo-se a pele e o
tecido muscular. As maxilas imediatamente foram fixadas por imersao em formalina
neutra tamponada (FTN) 10%, por 72 horas e entdo desmineralizadas em uma
mistura de acido férmico, acido cloridrico e cloreto de aluminio (solucdo Planck
Richol’s). Um corte preliminar na area central do defeito permitiu a padronizacdo da
area de microtomia e consequentemente, a uniformidade da regido a ser avaliada
em todos os grupos. O corte foi realizado 1mm da face mesial da coroa do 2° molar.
Apébs a desmineralizacao, as amostras foram processadas para histologia, conforme
protocolo de rotina.

Cerca de 110 cortes seriados de 6 micrometros de espessura de cada amostra
foram montados em 13 laminas histolégicas sequenciais, previamente tratadas com
silano 2%. As laminas foram entdo coradas em Tricbmico de GoOmori para as
analises.

A presenca de pélos, residuos de maravalha, alimentos ou quaisquer corpos

estranhos na area do defeito foram considerados critérios de exclusdo das amostras,
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especialmente aos 14 dias, fase em que a epitelizacdo recente e fragil da mucosa
pode permitir a invasdo de particulas estranhas na area da ferida. Além destes
critérios, também foram desconsideradas amostras com imagens de sequestros
0sseos, especialmente visiveis aos 42 dias em animais cuja remodelacdo 6ssea
culminou no rompimento de uma das paredes (vestibular ou palatina) dos defeitos.

Para analise morfométrica foram selecionados 3 cortes histoldgicos, sendo: corte 1
correspondendo ao centro do defeito; corte 3 correspondendo a extremidade distal
do defeito; corte 2 correspondendo ao ponto intermedidrio aos cortes 1 e 3. As
imagens capturadas com a objetiva de 4X, pela camera Q-color 3 acoplada ao
microscopio de luz (Olympus BX-41, New York, USA) foram avaliadas com o
Software Image Jey (National Institutes of Health, USA) para anédlises morfométricas.
Este software permitiu a leitura precisa das areas coradas em verde pelo Tricrémico
de Gomori (colageno tipo 1) correspondentes a neoformacédo dssea, fornecendo

assim o percentual de neoformacdo relativo a area total avaliada.

Andlise estatistica

Os dados foram testados para normalidade e homocedasticidade através dos testes
de Liliefors and Bartlett, respectivamente. Os grupos foram comparados através do
teste One-way ANOVA com correcdo de Bonferroni. Todos os dados foram
analisados por meio do programa estatistico Statistical Package for Social Sciences
(SPSS versédo 17, IBM, Chicago, IL). Diferencas entre os grupos foram consideradas

significantes para uma probabilidade de significancia inferior a 5%.
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RESULTADOS

A avaliacdo histologica revelou um padrdo de cicatrizacdo tecidual bastante
semelhante entre os grupos controle e teste, no periodo de 14 dias. Em ambos 0s
grupos, a ferida cirargica mostrou-se completamente fechada, recoberta por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado e tecido conjuntivo subjacente apresentando
aspecto histolégico saudavel, livre de infiltrado inflamatério. Aos 14 dias, a
neoformacdo 6ssea pdde ser observada especialmente no terco apical e médio do
defeito em ambos os grupos (Figura 1).

Os achados histologicos também mostraram a proliferacdo osteoblastica em regides
de trabéculas ésseas neoformadas. Tais aspectos ocorreram em ambos 0S grupos
(T14 e C14), mas foram mais evidentes em animais tratados (Figura 1). No grupo
T14 a area de preenchimento do defeito por deposicdo 6ssea foi significativamente
maior (p<0,05) (Tabela 1).

Embora ndo tenha sido escopo deste trabalho avaliar a proliferacdo osteoclastica,
ficou evidente aos 14 dias, em ambos 0s grupos, O tipico processo de
remodelamento 6sseo. Os cortes revelaram a atividade simultdnea de osteoclastos
em processo de reabsorcdo das paredes 6sseas e dos osteoblastos em processo de
sintese ou deposi¢cado de matriz colagena. Aparentemente, nos 3 pontos de avaliacdo
histoldgica, nenhum sinal de desequilibrio entre as células, osteoclastos e
osteoblastos, péde ser observado em favor do grupo controle ou tratado no periodo
de 14 dias.

No periodo de 42 dias, os sitios operados apresentavam-se, em ambos 0S grupos,
recobertos por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. A area dos defeitos
revelou-se, preenchida por tecido 60sseo caracterizado por trabéculas ésseas

espessas, fusionadas e com poucos espacos medulares na area central.
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Histologicamente, notou-se uma melhor organizacdo da matriz 6ssea com alguns
ostedcitos ja esbocando organizacdo em sistema de Havers, nas amostras dos
animais tratados (T42) (Figura 2).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes na comparacgéo

quantitativa da neoformacado 6ssea entre os grupos C42 e T42 (p>0,05) (Tabelal).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram um efeito favoravel da utilizacdo do
RSr sobre o metabolismo Osseo durante a cicatrizacdo de defeitos 6sseos
intrabucais. A deposicdo Ossea precoce em regides de defeitos &sseos
odontoldgicos € de extrema importdncia para o completo e rapido retorno das
funcbes mastigatoria, estética e fonética. Assim, o RSr pode ser uma droga
promissora em terapias de regeneracao éssea.

Inimeros estudos in vitro e in vivo tém sido realizados no intuito de testar novas
estratégias osteogénicas e terapias 6sseas. Analises de reparo 6ésseo in vivo sdo em
sua maioria realizadas apds a criacdo de defeitos 6sseos em modelos animais
(CHESMEI et al.,1998; TSUCHIYA et al., 2014) e tradicionalmente os defeitos séao
criados em tibias, fémures e calota craniana (LEE et al., 2010; PURICELLi et al.,
2010). Entretanto, para pesquisas odontoldgicas o ideal seria a utilizacdo de um
modelo de defeito 6sseo que tenha caracteristicas semelhantes ao reparo ésseo do
complexo buco-maxilo-facial. Nesse sentido, os alvéolos dentais pds exodontias tem
sido um modelo de estudo bastante utilizado para avaliacdo de fatores que possam
acelerar ou retardar o processo de reparo 6sseo (KANYAMA et al., 2003; TEOFILO
et al., 2004). Embora este seja um modelo viavel para analise da reconstituicdo
0ssea em pequenas cavidades, algumas desvantagens podem ser citadas, como a
variacdo do tamanho do alvéolo, a presenca dos septos interradiculares e diferentes
guantidades remanescentes do ligamento periodontal, os quais podem interferir na
interpretacéo dos resultados.

No intuito de controlar essas variaveis, utilizou-se neste trabalho um defeito
intrabucal padronizado em ratos, o qual agregou os beneficios das técnicas de

padronizacdo dos defeitos extraorais (tibia, calota craniana e fémures) as
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caracteristicas encontradas no meio bucal humano, como microbiota, condigdes de
umidade e traumas da mastigacao.

Considerando a possibilidade de novas estratégias terapéuticas para melhoria dos
resultados de regeneracdo 0ssea, algumas drogas tém sido estudadas. O RSr tem
se destacado devido a sua acgdo dupla, favorecendo o metabolismo 6sseo atraves
da inibicdo osteoclastica e estimulacdo osteoblastica (MEUNIER et al., 2004;
SEEMAN et al., 2006; REGINSTER et al.,, 2005). Por esse motivo, 0 RSr foi
escolhido para ser testado como indutor de neoformacao 6ssea neste trabalho. Até o
presente momento, de acordo com nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo
gue avalia o efeito desta droga em defeitos intrabucais.

O periodo de 14 dias foi selecionado para visualizagdo da deposi¢ao 0ssea, isto por
que representa a fase inicial da deposicdo mineral nas laterais e fundo do defeito,
portanto qualquer indugcédo 6ssea pode ser melhor percebida nesse periodo. Aos 42
dias, estudos anteriores de cunho similar utilizando alvéolos pos-extragdo como
modelo, sugeriram que o processo de reparo 0sseo esta completo (BRANDAO et al.,
2002; ZIED et al., 2005). Nossos resultados mostraram que apos 42 dias, apesar do
defeito 6sseo ter sido preenchido por 0sso com poucos espacos medulares, nota-se
na borda superficial do osso neoformado células osteogénicas ainda em atividade,
indicando a ndo conclusdo do reparo 6sseo. Além disso, observou-se na maior
parte do osso neoformado um aspecto ainda imaturo em ambos 0s grupos. As
discrepancias entre esses dados e os resultados da literatura possivelmente
decorrem do modelo de reparo 0sseo avaliado, os quais tradicionalmente sao
alvéolos dentarios pos exodontia.

Estudos anteriores (in vitro) revelaram que o RSr tem propriedades osteoindutoras,

apresentando reducdo da contagem de células osteoclasticas e aumento da
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diferenciacdo de osteoblastos (CANALIS et al.,, 1996; BARON et al.,, 2002,
BONEELYE et al., 2008; PENG et al., 2009). No presente trabalho, ndo foi possivel
identificar uma diferenca evidente no equilibrio dessas células, uma vez que nao
foram utilizadas técnicas de marcacdo celular especificas. Estudos futuros devem
ser conduzidos neste sentido para confirmacao destes achados.

Nossos resultados histomorfométricos, revelaram um maior percentual de matriz
O0ssea neoformada (colageno | corado por Tricrdmico de Gomori) por area total
avaliada no grupo C14 durante o reparo do defeito. Estes resultados entram em
concordancia com os achados na literatura. Estudos prévios relatam que o uso
sistémico do estroncio em animais e em pacientes na forma de ranelato, mostra-se
efetivo na melhoria da qualidade do tecido ésseo, aumentando sua resisténcia e
reduzindo o risco de fraturas. (BUEHLER et al., 2001; DELANNOY et al., 2002;
AMMANN et al., 2004; REGINSTER et al.,, 2009; KAUFMAN et al., 2013;
CIANFEROTTI et al., 2013).

Alguns estudos apresentam resultados divergentes quando comparados aos
encontrados nesse trabalho (RODRIGUEZ et al., 2012; CHAVASSIEUX et al., 2014).
Esses achados podem destoar devido a diferencas metodoldgicas, como tipo de
defeito, periodo avaliado e métodos de avaliacdo. No presente estudo utilizou-se um
novo modelo de defeito ésseo, que propicia a avaliacdo da neoformacdo 6ssea em
um processo de reparo, enquanto nos estudos divergentes a avaliacéo foi realizada
em um tecido 6sseo ja formado e que estava em processo de osteoporose.

Outro achado importante desse trabalho foi a presenca de uma melhor organizagéo
da matriz 6ssea no grupo T42 quando comparado ao C42, sinalizando uma possivel
vantagem no estagio de maturacdo 6ssea, apesar dos testes estatisticos ndo terem

indicado diferenca significativa.
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Os resultados encontrados nesse estudo tem grande importancia perante os dados
ja encontrados na literatura, pois reforcam a vantagem do uso do RSr em situactes
de alteracg@es fisiolégicas no metabolismo 0sseo. Desta forma, a aplicacdo do RSr
como uma nova estratégia terapéutica, pode trazer grandes beneficios em diferentes
areas da odontologia, como na periodontia, implantodontia e cirurgia buco-maxilo
facial.

E valido ressaltar que mais estudos s&o necessarios para melhor compreenséo da
acdo molecular e celular desta droga no tecido 6sseo, abrindo perpectivas para a
criacado de diferentes tipos de defeitos, diferentes vias de administragdo do RSr e

avaliacdo de marcadores especificos do metabolismo 6sseo.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o RSr tem influencia no reparo de defeitos
0sseos intrabucais em modelo animal, acelerando o processo de neoformacgéo e
maturacdo 0ssea. Esses resultados sugerem um possivel beneficio na utilizacao do

RSr via oral para acelerar o reparo 6sseo intrabucal.
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ANEXOS

Tabela 1. Comparagéo entre os grupos teste (T14 e T42) e controle (C14 e C42) em

relagdo ao percentual de formacéo 0ssea.

Percentual de formacédo 6ssea p*
Grupos
Média (zs.d) minimo maximo
C14 19.948 + 6.876 10.666 26.777
< 0,01**
T14 41.484 + 8.648 34.003 54.693
Cc42 77.465 + 2.580 74.262 80.324
> 0,05***
T42 79.096 + 9.089 67.452 90.007

*Comparacdes entre grupos (ANOVA com correcdo de Bonferroni): **C14 vs T14;

***C42 vs T42.

54



Figura 01
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(FIG 01) Fotomicrografias ilustrativas da avaliacdo histolégica do reparo ésseo em
animais tratados e controles, apds 14 dias dos procedimentos cirdrgicos. Tricrdbmico
de Gomori.

a. Visdo panoramica do defeito 6sseo de um animal controle (Co). Note ferida
fechada, recoberta por epitélio estratificado queratinizado. Neoformacdo O&ssea
visivel como trabéculas ésseas no 1/3 apical do defeito. Aumento original 2x.

b. Ampliacdo da imagem anterior. Note epitélio fechado; tecido conjuntivo saudavel
sem infiltrado inflamatério evidente (asterisco) e trabéculas 6sseas (setas) coradas
em verde-azul pelo Tricrdmico de Gomori. Aumento original 4x.

c-d. Aspecto histologico da reparagdo 0ssea em animais tratados (Tr). (c) aumento
original de 2x. (d) aumento original de 4x. Notar trabéculas 6sseas no 1/3 apical e
chegando ao 1/3 médio do defeito (setas).

e-f. Comparacao do aspecto histologico do reparo 6sseo entre dois outros animais
dos grupos (e) Co-controle e (f) Tr-tratado. Notar o volume de deposicdo déssea
superior no defeito 6sseo submetido ao tratamento com de RSr (f) em relacdo ao

animal Co-controle (e). Aumento original 4x.
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Figura 02

(FIG 02) Fotomicrografias ilustrativas do reparo 6sseo de animais apos 42 dias do
procedimento cirargico. Tricrbmico de Gomori.

A. Visdo panoramica da area do defeito do animal controle preenchida por tecido
0sseo com espacos medulares na area central. Aumento original 4x.

B. Imagem A ampliada mostrando trabéculas dsseas espessas e fusionadas; ainda
com ostedcitos irregulares demonstrando ainda o aspecto imaturo do tecido 0sseo.
Aumento original 20x

C. Visado panoramica da area do defeito do animal tratado preenchida por tecido
0sseo, de aspecto mais compacto com poucos espacos medulares na area central.

Aumento original 2x.
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D. Ampliagcao da area central do defeito da imagem C. Notar tecido 6sseo ainda de
aspecto imaturo com poucos espacos medulares. Alguns ostedcitos esbocam a

organizacdo em sistema de Havers (linha tracejada) . Aumento original 20x.
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Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/02/2014. Este

certificado espira-se em 11/02/20109.
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We hereby certify that the Protocol n°. 303 / 2013, related to the Project entilted
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expires in 11/02/2019.
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Coordenador(a) da CEUA/UFMG

Belo Horizonte, 11/02/2014.

59




Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmaq.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

60



http://www.ufmg.br/bioetica/cetea
mailto:cetea@prpq.ufmg.br

8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho traz grande contribuicdo a literatura atual, uma vez que refor¢a os
achados favoraveis a utilizagdo do RSr para melhora do reparo e da manutencéo
Ossea.

O defeito utilizado neste estudo é um modelo viavel e de facil reproducdo. Sendo
assim, este modelo abre perspectivas para inUmeros outros estudos que almejam
avaliar marcadores de reparacdo déssea, outras drogas osteoindutoras e diferentes

biomateriais.
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10 FOTOMICROGRAFIAS

Imagem 01
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Imagem 01- Fotomicrografias ilustrativas dos critérios histoldgicos de exclusédo de

amostras referentes ao periodo de 14 dias. As imagens foram obtidas de uma

amostra-animal controle, mas os mesmos aspectos foram encontrados em animais

tratados e foram considerados para ambos os grupos, motivos de exclusao das

amostras.

a. Visdo panoramica do defeito 6sseo. Note ferida aberta, invasdo epitelial e

presenca de corpos estranhos no sitio de cicatrizagdo epitelial. Tricromico de

Gomori. Aumento original 2x.

b. Ampliacdo da imagem anterior. Seta branca = invaséo epitelial. Tricromico de

Gomori. Aumento original 4x.

c. Visdo panoramica do defeito 6sseo com presenca de corpos estranhos (seta

preta) e invasao epitelial. Hematoxilina-Eosina. Aumento original 2x.

d. Ampliagéo da imagem anterior. Seta preta = corpos estranhos; Seta branca =

invasao epitelial. Hematoxilina-Eosina. Aumento original 4x.

e. Detalhe da area subjacente a contaminacao da ferida por corpos estranhos.

Ep= epitélio de revestimento da mucosa oral. Setas pretas = corpos estranhos

(pelos, algodédo, residuos de maravalha e racdo); asterisco = infiltrado

inflamatoério agudo subjacente a area de contaminacao.
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Imagem 02

Imagem 02- Fotomicrografias ilustrativas dos critérios histolégicos de exclusao de
amostras, referentes ao periodo de 42 dias. As imagens foram obtidas de uma
amostra-animal tratado, mas os mesmos aspectos foram encontrados em animais
controles e foram considerados motivos de exclusdo das amostras e substituicdo

dos animais para ambos 0s grupos.
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a. Visao panoramica do defeito 6sseo. Note ferida aberta, evidéncias de invasédo
epitelial (ep) e presenca de fragmento 6sseo isolado no sitio de cicatrizacao.
Tricromico de Gomori. Aumento original 2x.

b. Ampliagdo da imagem anterior. Ep = area de invasao epitelial. Asterisco =
Infiltrado inflamatério. Tricromico de Gomori. Aumento original 4x.

c. Visdo panoramica do defeito 6sseo com descontinuidade epitelial e fragmento
0sseo sequestrado, em processo de eliminacao. Tricromico de Gomori. Aumento
original 2x.

d. Ampliacdo da imagem anterior. Nesta sec¢do € possivel observar corpos
estranhos (pelos) incorporados no sitio da lesé@o e processo inflamatoério junto ao

fragmento 6sseo. Setas = pelos. Asterisco = infiltrado inflamatério. Tricrébmico de

Gomori. Aumento original 4x.
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Imagem 03
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Imagem 03- Cicatrizagdo da mucosa oral e tecido conjuntivo no sitio da lesdo, em

animais tratados e controles, ap6s 14 dias dos procedimentos cirdrgicos. Tricrébmico

de Gomori.

a. Animais controles. b. Animais tratados. Em ambos os casos, observa-se tecido

epitelial totalmente restabelecido, com aspecto estratificado pavimentoso

queratinizado. O tecido conjuntivo subjacente, da lamina propria, apresenta

aspecto histolégico saudavel livre de infiltrado inflamat6rio. Aumento original 20x.

c. e d. Detalhe do aspecto histolégico do tecido conjuntivo na area do defeito

0sseo. Na imagem ampliada (d) é possivel observar area de blastemas 6sseos

com osteoblastos em franca atividade osteogénica (setas) e um tecido conjuntivo

muito vascularizado (V) e ricamente celular. A foto foi obtida de um animal

controle, mas o mesmo aspecto foi observado em animais submetidos ao

tratamento com RSr. V=vasos. NO= Neoformacao 6ssea. Aumento original (c)

4x (d) 20x.
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Imagem 04
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Imagem 04 - Fotomicrografias ilustrativas da avaliacao histologica do reparo 6sseo
em animais tratados e controles, apés 14 dias dos procedimentos cirlrgicos.
Tricromico de Gomori.
a. Visdo panoramica do defeito ésseo de um animal controle (Co). Note ferida
fechada, recoberta por epitélio estratificado queratinizado. Neoformacgédo déssea
visivel como trabéculas ésseas no 1/3 apical do defeito. Aumento original 2x.
b. Ampliacdo da imagem anterior. Note epitélio fechado; tecido conjuntivo
saudavel sem infiltrado inflamatério evidente (asterisco) e trabéculas ésseas
(setas) coradas em verde-azul pelo Tricrdmico de Gomori. Aumento original 4x.
c-d. Aspecto histolégico da reparacdo Ossea em animais tratados (Tr). (c)
aumento original de 2x. (d) aumento original de 4x. Notar trabéculas 6sseas no
1/3 apical e chegando ao 1/3 médio do defeito (setas).
e-f. Comparacdo do aspecto histologico do reparo 6sseo entre dois outros
animais dos grupos (e) Co-controle e (f) Tr-tratado. Notar o volume de deposicao
O0ssea superior no defeito 6sseo submetido ao tratamento com RSr (f) em

relacdo ao animal Co-controle (e). Aumento original 4x.
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Imagem 05

T14
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Imagem 05- Fotomicrografias ilustrativas do processo de neoformagéo 6ssea no
periodo de 14 dias pés-cirdrgico em ambos 0s animais, tratados (a-c) e controles (d-
f). Tricromico de Gomori.
a-c. Aspectos histolégicos do processo de neoformacdo Ossea em animais
tratados (Tr).
a. Visdo panoramica do defeito 6sseo de um animal tratado, onde € possivel
observar nas laterais e fundo no defeito ( 1/3 apical) o tecido 6sseo com aspecto
mais compacto (OC). No centro do defeito, a deposicdo dssea € tipicamente
trabecular (OT). Tais formacdes ocorrem simultaneamente no periodo de 14 dias.
Aumento original 4x.
b. Ampliacbes do limite entre 0sso compacto e o0sso trabecular (linha tracejada).
No osso compacto (OC) é possivel observar o inicio de organizacdo de lamelas
de colageno ao redor de pequenos espacos medulares. Tais aspectos ocorreram
em ambos 0s grupos, mas foram mais evidentes em animais tratados com RSr.
Aumento original 20x.
c. Detalhe do osso trabecular em formacdo, em uma tipica ossificacao
intramembranosa, a partir de blastemas 6sseos — ou seja, grupamentos de
células mesenquimais em diferenciagdo osteogénica (setas). As trabéculas
recém formadas apresentam aspecto imaturo. Aumento original 20x.
d-f. Aspectos histolégicos do processo de neoformacdo 6ssea em animais
controle (Co).
d. Visdo panoramica do defeito. Notar osso compacto no fundo do defeito e
discreta deposicao trabecular nas paredes laterais. A seta (branca) indica area de

reabsorcdo da crista da parede vestibular do defeito, um achado frequente de
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remodelacdo Ossea nesse periodo. PV= Parede vestibular do defeito ; PP =
Parede palatina do defeito. Aumento original 4X.
e. Ampliacdo da imagem anterior, mostrando areas de blastemas 6sseos (setas);

0sso compacto (OC) e osso trabecular (OT). Aumento original 10X.

f. Detalhe do osso trabecular em formacdo, em uma tipica ossificacdo

intramembranosa, em um defeito 6sseo obtido de um animal controle. Osso

compacto (OC) e osso trabecular (OT). Aumento original 20X.
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Imagem 06

Imagem 06- Fotomicrografias ilustrativas do processo de remodelacdo 6ssea
evidente no periodo de 14 dias pos-cirirgico em ambos 0s animais, controles e
tratados. Tricrémico de Gomori.
a. Visdo panoramica de parte do defeito 6sseo de um animal controle. Note na
parede palatina do defeito 6sseo, uma evidente faixa de reabsorcdo 6ssea.

Aumento original 4x.
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b. e c. Ampliacbes da imagem anterior. Observa-se osteoclastos ativos, gerando
reentrancias na superficie do tecido ésseo, conhecidas como lacunas de
Howship. Aumento original (b) 10x e (c) 20x.

d. e e. Aspecto histoloégico do 1/3 apical do defeito, onde é possivel observar
nitidamente o processo de remodelacdo 6ssea com atividade simultanea de
osteoclastos (setas brancas) em processo de reabsorcdo das paredes 6sseas e
dos osteoblastos (setas pretas) em processo de sintese ou deposi¢cdo de matriz
0ssea. Aumento original 20x.

f. Contorno do tecido 6sseo previamente reabsorvido , “lacunas de Howship”
preenchidas por tecido 6sseo neoformado (cabeca de setas). Aumento original

40x.
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Imagem 07

Imagem 07- Fotomicrografias ilustrativas do reparo 6sseo de animais controles apos
42 dias do procedimento cirargico. Tricromico de Gomori.
a. Visdo panoramica da area do defeito preenchida por tecido 6sseo. com poucos
espacos medulares na area central. Aumento original 4x.
b. Trabéculas 0sseas espessas e fusionadas; ainda com ostedcitos irregulares

demonstrando ainda o aspecto imaturo do tecido 6sseo. Aumento original 20x.
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c. Aspecto histolégico do tecido 6sseo neoformado junto da parede vestibular
(PV) remanescente do defeito. Essa parede apresenta osso lamelar organizado
em camadas paralelas. O tecido 6sseo depositado junto as paredes do defeito
apresentam aspecto mais compacto e menos trabecular. A deposi¢cédo de tecido
0sseo externamente a area do defeito (*) foi um achado comum em todas as
amostras. Aumento original 20x.

d. Ampliacdo da &area de mucosa oral. Observa-se epitélio estratificado
queratinizado totalmente fechado, lamina prépria com tecido conjuntivo de
aspecto histolégico normal e borda superficial do osso neoformado com células
osteogénicas (setas) ainda em atividade. Aumento original 10X.

e. Ampliacdo da borda superficial do defeito 6sseo, com células osteogénicas

(setas) em atividade. Aumento original 20x.
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Imagem 08

Imagem 08 - Fotomicrografias ilustrativas do reparo ésseo de animais tratados (Tr)
com RSr, apés 42 dias do procedimento cirdrgico. Tricrdmico de Gomori.
a. Visdo panoramica da area do defeito preenchida por tecido 6ésseo, de aspecto
mais compacto com poucos espacos medulares na area central. Aumento

original 2x.
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b. Ampliacdo da éarea central do defeito. Notar tecido 6sseo ainda de aspecto
imaturo, poucos espacos medulares. Alguns ostedcitos esbogcam a organizacéo
em sistema de Havers (linha tracejada). Aumento original 20x.

c. Aspecto histolégico do tecido 6sseo neoformado com poucos sinais de
organizacdo de ostedcitos e lamelas circulares (linhas tracejadas) ao redor de
espacos medulares. Aumento original 20x.

d. Ampliacdo da &area de mucosa oral. Observa-se epitélio estratificado
queratinizado totalmente fechado, lamina propria com tecido conjuntivo de
aspecto histolégico normal e borda superficial do osso neoformado com células
osteogénicas (setas) ainda em atividade. Aumento original 10X.

e. Ampliacdo da borda superficial do defeito ésseo, com células osteogénicas

(setas) em atividade. Aumento original 20x.
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11 ANEXOS

Tabela 1. Comparagéo entre os grupos teste (T14 e T42) e controle (C14 e C42) em

relagdo ao percentual de formacéo 0ssea.

Percentual de formacéao 6ssea p*
Grupos
Média (zs.d) minimo maximo
C14 19.948 + 6.876 10.666 26.777
< 0,01**
T14 41.484 + 8.648 34.003 54.693
Cc42 77.465 + 2.580 74.262 80.324
> 0,05***
T42 79.096 + 9.089 67.452 90.007

*Comparacdes entre grupos (ANOVA com correcdo de Bonferroni): **C14 vs T14;

***C42 vs T42.

86



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

.,
.--\ v‘).o_......;?/ ;:,

* O RN
AN v
o \:! .
o e
L e %
wocsd Lo
.t e
amd i
et e
.=d Te
*%  ha¥ 4
-5 :
.l
.

.,;.Slu\

.'.: f:'..[.,“ nof.\.:"’:“ CEUA
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 303 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Avaliagcéo
do ranelato de estroncio no reparo de defeitos dsseos intrabucais em ratos”, que tem
como responsavel Luis Otavio de Miranda Cota, esta de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/02/2014. Este

certificado espira-se em 11/02/20109.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 303 / 2013, related to the Project entilted
“Evaluation of strontium ranelate in intrabucal bone defect repair in rats”, under the
supervision of Luis Otavio de Miranda Cota, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal

Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 11/02/2014. This certificates

expires in 11/02/2019.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG

Belo Horizonte, 11/02/2014.
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Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmaq.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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