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PEREIRA, Eliana dos Santos Camara. Andlise tecidual 6ssea apds aplicacdo de ondas
vibratorias e associagBes. 2013. 124f. il. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2013.

RESUMO

INTRODUCAO - O tecido 6sseo pode sofrer lesdes por traumas, distirbios metabélicos,
inflamatdrios, tumores e muitos outros. Ap6s uma lesdo dssea, o recrutamento de fatores
morfogenéticos, migracdo celular, fluxo sanguineo adequado e sintese de coldgeno séo
essenciais aos reparos do defeito 6sseo. As ondas vibratdrias constituem um recente, recurso
sisttmico coadjuvante na prevencdo da diminui¢do de densidade mineral 6ssea, muito comum
em individuos vitimados por traumas ortopédicos. Farmacos como o ranelato de estroncio e
outros sdo comercializados e utilizados em humanos como terapéutica profilatica e de controle
em situacdes de osteoporose. Este foi utilizado como mais uma estratégia terapéutica sistémica,
modulando o processo de reparo de defeitos 6sseos em condiges e dimensdes criticas. Alguns
recursos podem ser indicados e usados para auxiliar o processo de reconstituicdo tecidual, sendo
0s substitutos biolégicos (biomateriais, como as microesferas de hidroxiapatita) utilizados com a
finalidade e com algumas vantagens de mimetizar as respostas no local do osso lesionado. Eles
aceleram a atividade orgéanica no microambiente comprometido de defeitos criticos, nos quais
sdo observadas as limitacdes ao reparo espontaneo, permitindo a diminuicdo do tempo de
imobilidade, bem como a alteragéo da fun¢éo locomotora. Essas estratégias terapéuticas (uso de
ondas vibratorias, ranelato de estroncio e hidroxiapatita), pelos seus efeitos isolados, induzem a
osteogénese. OBJETIVO - O objetivo deste estudo experimental de investigagéo foi avaliar o
potencial osteogénico em defeito critico de calvarias de ratos submetidos & combinacdo
terapéutica da aplicacdo sistémica de ondas vibratorias obtidas através da plataforma vibratoria,
do ranelato de estroncio e o implante de hidroxiapatita. METODOLOGIA - Rattus Norvegicus
albinos, machos, adultos, com peso entre 350 e 4509, foram distribuidos aleatoriamente em sete
grupos. RESULTADOS e DISCUSSAO - Os potenciais efeitos do uso associado de ondas
vibratorias, ranelato de estrdncio e hidroxiapatita, no reparo 6sseo de defeito critico eram
desconhecidos e os resultados descritos nesta pesquisa sdo promissores, considerando a
terapéutica sistémica e o sitio da lesio. CONCLUSAO - Tais resultados poderdo ser
reproduzidos com seguranga. A reproducdo de novos resultados experimentais satisfatorios
contemplard a criacéo de inovagdes biotecnoldgicas para a assisténcia clinica humana.

Palavras-chave: Osteogénese. Regeneracdo Ossea. Cinesioterapia. Ranelato de estrdncio.
Hidroxiapatita.



PEREIRA, Eliana dos Santos Camara. Bone tissue analysis after application of vibrating
waves and associations. 2013. 125f. ill. Thesis (Ph.D.) - Institute of Health Sciences, Federal
University of Bahia, Salvador, 2013.

ABSTRACT
INTRODUCTION - Bone tissue can be injured by trauma, metabolic and inflammatory
disorders, tumors and many others. After a bone lesion, the recruitment of morphogenetic
factors, cell migration, adequate blood flow, collagen synthesis are essential to the repair of bone
defects. Vibratory waves are a recent supporting systemic action in preventing the decrease of
bone mineral density very common in individuals victimized by orthopedic trauma. Drugs such
as strontium ranelate and others are marketed and used as prophylactic therapy and control in
situations of human osteoporosis. This was used more as a systemic therapeutic strategy by
modulating the process of bone defect repair under critical conditions and dimensions. Some
resources can be specified and used to assist the process of tissue reconstruction, and biological
substitutes (biomaterials like hydroxyapatite microspheres) used for the purpose and with some
advantages to mimic the responses in place of the injured bone. This accelerates the organic
activity in the microenvironment compromised by critical defects, in which the limitations are
observed to spontaneous repair, allowing the reduction of immobility time, as well as impaired
locomotion function. These therapeutic strategies (use of vibratory waves, strontium ranelate and
hydroxyapatite), due to their separate effects induce osteogenesis. OBJECTIVE — The purpose
of this experimental research study was to evaluate the osteogenic potential in critical calvarial
defect in rats, undergoing a combination therapy of systemic application of vibratory waves
obtained by vibrating platform, of strontium ranelate and implantation of hydroxyapatite.
METHODOLOGY - Albino Rattus Norvegicus, male, adults, weighing between 350 and 4509
were randomly divided into seven groups. RESULTS and DISCUSSION - Potential effects of
associated use of vibratory waves, strontium ranelate and hydroxyapatite in bone repair of
critical defect were unknown, and the results described in this study are promising, considering
the systemic therapy and the lesion site. CONCLUSION - Such results can be safely
reproduced. A satisfactory reproduction of new experimental results will include the creation of

biotechnological innovations to human clinical care.

Keywords: Osteogenesis; Bone Regeneration; Kinesiotherapy;, Strontium Ranelate;

Hydroxyapatite.
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neoformada (MON) ao longo do defeito e em maior espessura
quando localizada préximo a borda dssea: tecido conjuntivo (TC)
com presenca de vaso sanguineo (VS); medula éssea (MO) no
o0sso remanescente. Coloragoes: H&E e PIFG respectivamente.
GEOV 45 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC) com
presenca de sangue na luz; matriz osteoide neoformada (MON);
fibroblastos e tecido conjuntivo (TC). Coloragdes: H&E e PIFG,
respectivamente.

GEOQV 45 dias. A e B — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) em toda extenséo linear do defeito com maior
espessura proximal a BO; ostedcito (OC) e lamelas concéntricas
no osso remanescente. Coloragdes: PIFG e H&E,
respectivamente.

GEOQV 120dias. A, B e C — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) em toda extenséo linear do defeito com maior
espessura proximal a BO em direcdo centripeta. Manutencéo de
VS com sangue na luz. Tecido conjuntivo fibroso em permeio a
matriz osteoide neoformada (MON). Coloragdes: H&E, PIFG e
TMG, respectivamente.

GEOV 120dias. A, B e C — Centro do defeito: matriz osteoide
neoformada (MON); VC com sangue na luz; tecido conjuntivo
fibroso em permeio a matriz osteoide neoformada (MON); TC
adjacente a dura-mater. Coloragbes: H&E, PIFG e TMG,
respectivamente.

GERE 15 dias, A e B — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) restrita a BO; ostedcito no 0sso
remanescente. Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.

GERE 15 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC);
células inflamatoérias e tecido conjuntivo desorganizado.
Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.

GERE 45 dias. A e B — Borda 6ssea (BO); matriz osteoide
neoformada (MON) restrita a BO; TCF de permeio a MON;

ostedcito no 0sso remanescente; tecido conjuntivo
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desorganizado. Coloragdes: H&E, TMG respectivamente.

GERE 45 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC);
tecido conjuntivo desorganizado; células inflamatdrias.
Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.

GERE 120 dias. A e B — Borda dssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) restrita a BO e espessura diminuida;
ostedcito. Coloragdes: H&E, TMG e PIFG, respectivamente.
GERE 120 dias. A, B e C - Centro do defeito (BO): veia central
(VC) com sangue na luz no centro do defeito; células
inflamatoérias e tecido conjuntivo desorganizado. Coloracdes:
H&E, TMG, PIFG, respectivamente.

GEOVRE 15 dias. A e B — Centro do defeito e borda 6ssea (BO):
veia central (VC) com sangue na luz no centro do defeito; matriz
osteoide neoformada (MON) restrita a BO; TCF de permeio a
MON; ostedcito no 0sso remanescente; células inflamatérias e
tecido conjuntivo desorganizado. Coloragéo: H&E.

GEOVRE 45 dias. A e B — Centro do defeito e borda 6ssea (BO):
matriz osteoide neoformada (MON) ocupando toda a extensdo
linear do defeito em direc@o centripeta, espessura diminuida; TCF
de permeio a MON; TC adjacente ao retalho; septo fibroso
proximal a BO; ostedcito no 0sso remanescente e no tecido 6sseo
mineralizado; poucas células inflamatérias e tecido conjuntivo
desorganizado. Coloragéo: H&E

GEOVRE 45 dias. A, B e C — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) ocupando toda a extens&o linear do defeito
em direcdo centripeta, espessura diminuida; TC adjacente ao
retalho; ostedcito no 0sso remanescente. Coloragdes: H&E, TMG
e PIFG, respectivamente.

GEOVRE 45 dias. A, B e C - Centro do defeito: matriz osteoide
neoformada (MON) em toda a extenséo linear do defeito,
espessura muito diminuida; TCF adjacente ao retalho.
Coloragdes: H&E, TMG e PIFG, respectivamente.

GEOVHA 15 dias. A e B — Borda dssea (BO): matriz osteoide
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Figura 40 —

neoformada (MON) em toda a extenséo do defeito, maior
espessura do reparo, proximal a BO; HAAIg preenchendo o
defeito 6sseo. Coloragdo: HE

GEOVHA 15 dias. A e B — Borda Gssea: presenca de matriz
osteoide neoformada (MON), proximal as bordas 6sseas (BO);
célula gigante (CG) e infiltrado inflamatorio difuso; tecido
conjuntivo fibroso (TCF) de permeio ao biomaterial, a HAAIg
(HAAIQ); defeito 6sseo ocupado por HAALg. Coloragéo: T.M.G.
GEOVHA 15 dias. A, B e C — Borda dssea (BO): matriz osteoide
neoformada (MON) reparativa, proximal a BO; tecido conjuntivo
fibroso (TCF) de permeio a HAAIg fragmentada; vasos
sanguineos (VS); TC adjacente ao retalho. Coloracéo: PIFG.
GEOVHA 15 dias. A e B — Centro do defeito: matriz osteoide
neoformada (MON), espessura compativel em profundidade e
extensdo ao 0sso remanescente; veia central (VC); tecido
conjuntivo fibroso (TCF) de permeio & HAAIg fragmentada;
células gigantes (CG); vasos sanguineos (VS). Coloracédo: HE.
GEOVHA 15 dias. A e B — Centro do defeito: matriz osteoide
neoformada (MON), espessura similar ao remanescente; tecido
conjuntivo fibroso (TCF) de permeio & HAAIg fragmentada;
células gigantes (CG); células inflamatérias; vasos sanguineos
(VS). Coloragdo: TMG

GEOVHA 15 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC);
matriz osteoide neoformada (MON) reparativa; defeito
preenchido por HAAIg fragmentada; TCF circundando o
biomaterial. Coloragéo: PIFG.

GEOVHA 45 dias. A, B e C - Borda 6ssea (BO): presenca de
matriz osteoide neoformada (MON) reacional, proximal a BO e
em toda a extensdo do defeito em diregdo centripeta; TCF de
permeio a HAALg; HAAIg preenche todo o defeito dsseo;
ostedcitos (OC) no tecido 6sseo mineralizado remanescente.
Coloragoes: HE, PIFG e TMG. respectivamente.

GEOVHA 45 dias. A, B e C — Centro do defeito: veia central

86

87

88

89

90

91

92



Figura 41 -
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(VC); presenca de matriz osteoide (MON) reparativa em toda a
extensdo do defeito; células mesenquimais (macrdfagos de
aspecto espumoso); tecido conjuntivo fibroso adjacente a HAAIg
fragmentada; septos fibrosos (SF). Coloragdes: H&E, TMG e
PIFG, respectivamente.

GEOVHA 45 dias. A, B e C — Centro: presenca de matriz
osteoide reparativa (MON) em toda a extenséo do defeito; TCF de
permeio ao biomaterial; HAAHIg osteointegrada & matriz
neoformada; zonas com ostedcitos (OC) no 0sso remanescente;
TC proximal & &rea do retalho. ColoragBes: H&E, TMG e PIG,
respectivamente.

GEVHA 120 dias. A, B e C — Matriz osteoide neoformada
(MON) nas proximidades da borda 6ssea (BO) e ocupando toda a
extensdo e profundidade do defeito: tecido conjuntivo fibroso de
permeio a HAAIg. Coloracbes H&E, TMG e PIFG,
respectivamente.

GEHARE 15 dias. A e B — Borda e centro do defeito: veia central
(VS). matriz osteoide neoformada (MON) em direg&o centripeta;
células inflamatoérias; tecido conjuntivo fibroso de permeio a
HAAIg fragmentada; septos fibrosos dentro da microesfera de
HAAIg. Coloracdo: H&E

GEHARE 45 dias. A e B — Borda e centro do defeito: matriz
osteoide neoformada (MON) em direcdo centripeta. células
inflamatorias; tecido conjuntivo fibroso de permeio a HAAIg
fragmentada; septos fibrosos dentro da microesfera de HAAIg;
macrdfagos espumosos e células fusiformes. Coloragdo: H&E
GEHARE 120 dias. A e B — Borda e centro do defeito: matriz
osteoide neoformada (MON) em direcéo centripeta; células
inflamatorias; tecido conjuntivo fibroso de permeio a HAAIg
fragmentada; ostedcitos no tecido 6sseo remanescente; TC

proximal ao retalho. Coloragdes: H&E e TMG, respectivamente.
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VS - Vaso sanguineo
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1 INTRODUCAO

O osso desenvolve-se a partir da migragdo de células mesenquimais e mantém
potencial para a formacdo Ossea durante a vida (GEOFFROY et al., 2010). Possui
remodelacdo adequada em condi¢des morfofuncionais ideais, mas, em lesdo Gssea critica, 0
reparo 6sseo espontaneo € restrito e resulta em dano sensorial, motor e estético, com
importante deficit da qualidade de vida e da capacidade laborativa (INTINI et al., 2008). O
tecido 6sseo pode ser acometido por traumas, tumores, disfunces hormonais, senescéncia e
modificacdes genéticas, dentre outros. Em tais condicfes, o uso de exercicios, farmacos e
outros fatores sdo importantes para a prevencdo da perda mineral 6ssea e o reparo tecidual
0sseo.

O mecanismo reparativo do 0sso recruta condi¢cdes essenciais no sitio da lesdo, como a
neoformagé&o de vasos, com a consequente difuséo tecidual de oxigénio, a necessidade de um
arcabouco biocompativel, a manutencdo das forcas de tensdo, a estabilidade mecénica, a
mecanotransdugdo, dentre outras (TORVINEN et al.,, 2002). Os recursos terapéuticos
utilizados podem ter acdo sistémica, como, por exemplo, a acdo dos farmacos e dos
exercicios, ou a atuagdo local, como a dos substitutos bioldgicos implantados no sitio da
lesdo. Tais recursos sdo imprescindiveis para o processo regenerativo do tecido dsseo
criticamente acometido, pois restringem a formagéo de tecido conjuntivo fibroso e a perda
funcional resultante da imobilidade. Os exercicios sdo importantes para a recuperacdo do
trauma 6sseo pela possibilidade de se conservar um fluxo sanguineo adequado e de se manter
as forcas de tensdes biomecénicas necessarias ao alinhamento das fibras de coldgeno no
segmento corporal acometido e em processo de reparo 6sseo. O movimento vibratério € um
efeito da cinesioterapia obtido por meio da aplicacdo de ondas vibratorias administradas
através da plataforma vibratéria, Juventl000®. E conhecido que o efeito do movimento
vibratorio previne a diminui¢do da densidade mineral Ossea, do trofismo muscular, dentre
outros sistemas e aparelhos em humanos (FRANKEL; McLEOD, 2005). Mas € desconhecida
a eficécia dessa terapéutica no reparo do defeito dsseo critico.

O farmaco ranelato de estroncio age sistemicamente, diminuindo a reabsorcdo e
mantendo ou aumentando a formagéo dssea. O mecanismo de agdo e os efeitos dessa droga na
prevencao e no controle da osteoporose sdo estudados em testes in vitro e in vivo (LI et al.,
2010; LINAS et al., 2006). Mas seu potencial efeito como uma das possibilidades terapéuticas

para diminuir a dificuldade regenerativa do defeito 6sseo critico necessita de mais estudos.
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A regeneragdo Ossea em defeitos criticos que requerem o implante de substitutos
bioldgicos constitui um desafio a bioengenharia tecidual (BEST, 2008; BOROJEVIC, 2008;
CARVALHO, 2010). Alguns desses substitutos sdo os biomateriais ja utilizados
comercialmente, que possuem varias limitagcbes, como o alto custo e a possibilidade de
incompatibilidade bioldgica, dentre outras. Os biocompdsitos de cerdmicas de hidroxiapatita
de célcio e alginato (HAAIlg), sob a forma de nano esferas, s&o os mais industrialmente
desenvolvidos e utilizados como os principais arcaboucos bioldgicos implantados nos locais
dos defeitos criticos para o reparo 6sseo.

E importante ressaltar que a ampla dificuldade de reparo espontaneo em defeito Gsseo
critico constitui um desafio em ciéncias biomédicas, com o consequente 6nus econdémico e
social. A acdo da cinesioterapia, obtida através das ondas vibratdrias, a resposta 6ssea em
estudo da anlise tecidual do reparo 6sseo em defeito critico ndo era conhecida em animais de
experimentacdo e na clinica humana. Essa foi uma estratégia implantada no presente estudo
experimental. Tal estratégia terapéutica foi ampliada com a associacéo de cinesioterapia, uso

de farmaco sistemicamente e o implante de biomaterial no local do defeito critico ¢sseo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

O tecido 6sseo (osteon = peca rigida) compde o esqueleto, cujo aparato e resiliéncia
possibilitam as funcbes de reserva de minerais, hematopoiese, protecdo de 6rgaos e suporte,
além de constituir a base biomecénica para a locomogao.

Origina-se a partir da migracdo de células com potencial osteogénico, em uma matriz
celular orgénica (osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos) e de uma matriz acelular (colageno
tipo |, proteoglicanas, glicoproteinas adesivas entre outros), caracterizando a rica matriz
organica. A matriz inorgénica € formada pelos elementos fosfato de célcio (hidroxiapatita de
célcio) e vérios ions como Mg+, K+, Nat+, além de agua (DELECLUSE et al., 2011;
HING,2004). As células Gsseas secretam proteinas-sinal (membros da subfamilia BMP de
proteinas TGFR), que sdo capturadas na matriz, sendo esse comportamento de adaptacéo
(deposicéo e erosdo da matriz), controlado, de alguma maneira, pelo estresse mecanico local
(AUGAT, 2006). Apos uma lesdo Ossea critica, no reparo, ha ruptura vascular, ativacdo dos
elementos e de vias de coagulacdo, o que resulta na formagdo de hematoma (CARVALHO,
2010). Os canais vasculares situados no 0sso suprem as células osteogénicas, constituem um
complexo metab6lico amplamente estudado e regulam o crescimento e a remodelagdo Gssea
(LEGEROS et al., 2002). Assim, o produto da concentracdo entre hidroxiapatita de calcio -
[Ca®] X [PO*,] e a dindmica de precipitagdo entre ela e as modulagbes hormonais s&o
essenciais ao mecanismo de calcificacdo, mas ndo o0s Unicos elementos envolvidos nesse
fendmeno (MADHAVAN; STEWART; MCcLEOD, 2006; MAIMOUN, et al., 2010) e
denotam a ampla possibilidade de reparo do tecido 6sseo.

Entretanto, é conhecido que, entre outros fatores, a neoformacao e a expansdo de vasos
sanguineos ineficazes e insuficientes sdo limitantes & regeneracdo Ossea, e tais condicbes
ampliam as perspectivas para novas pesquisas, 0 que abre um novo campo de estudo.

E nesse cenario bastante desconhecido que as ondas vibratorias (Figura 1) constituem
um recente recurso coadjuvante na prevencdo da diminuicdo de densidade mineral dssea e de
massa muscular, muito comum em individuos vitimados por traumas ortopédicos, adultos e
idosos sedentarios ou ndo (DELECLUSE et al., 2011; TORVINEN et al., 2002).
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Figura 1 - Aparelho Juvent 1000 Dynamic Motion Therapy®

Rato com defeito ndo critico foi submetido por quatro minutos a ondas vibratorias
(LEUNG, 2006; LING, 2006), e, em ratas ovariectomizadas (DELECLUSE et al., 2011),
verificou-se que as ondas vibratdrias sdo potencialmente eficazes na prevencdo de perdas
6sseas e musculares. O tecido 6sseo, em condicGes ideais, possui grande capacidade de
regeneracao e, em reposta a lesdo tecidual, apresenta desorganizacdo e desarranjo das fibras,
infiltrado plasmolinfocitario difuso, diminuida migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
ativacdo de outras células inflamatorias, fibroblastos, dentre outras (MARCACCI, M. et al.
2007; MARSH, 2006) a possibilidade de ampla neoformacéo e expansdo de vasos sanguineos
no conjuntivo (DELECLUSE; ROELANTS; VERSCHUEREN, 2003), os quais s&o
imprescindiveis ao reparo 6sseo. Nesse contexto, o uso de ondas vibratorias constitui uma
possibilidade de realizacdo dos exercicios fisicos terapéuticos (cinesioterapia) sobre uma
plataforma vibratéria que gera movimentos oscilatdrios em trajetdria sinusoidal, provocando
um estimulo mecénico que aumenta a carga gravitacional submetida ao aparelho locomotor. O
estimulo se difunde para todo o corpo, sistemicamente, e se diferencia do estimulo vibratdrio
aplicado localmente (GELI, 2008; GOODSHIP, 2006), sendo essa tecnologia desenvolvida
pela NASA para prevenir osteoporose (modificacdo da densidade 6ssea) e perda funcional
muscular (hipotrofia e fraqueza muscular) em astronautas em missdes espaciais, sob os efeitos
da auséncia de forgas gravitacionais. Os sensores que fornecem informagdes ao sistema
somatossensorial podem ser divididos em: mecanorreceptores, que séo 0s receptores de tato
presentes na pele, e de pressdo, existentes em tecidos profundos, cuja funcéo é desencadeada
por meio da tensdo e deformacdo da pele; e proprioceptores, representados pelos fusos
musculares, os 6rgdos tendinosos de Golgi e proprioceptores articulares, cujas aferéncias

informam ao cérebro o grau de estiramento dos musculos esqueléticos, o posicionamento
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0sse0 e das articulagbes (ALLEGRETT et al., 2007; DELECLUSE; ROELANTS;
VERSCHUEREN, 2003; FENGYUAN; JINGWEN, 2006).

Outros estudos investigaram os efeitos aplicados da forca de vibragdo de 4 minutos na
performance muscular e no equilibrio corporal em 16 voluntérios jovens e saudaveis. Como
resultado, observou-se que uma Unica carga vibratoria de 4 min promoveu um aumento
significativo momentaneo na forga isométrica da extensdo dos membros inferiores, na altura
de impulsdo e no equilibrio corporal (TORVINEN et al., (2002). Em pesquisas de
Verschueren et al.(2003), avaliaram-se os efeitos musculoesqueléticos da aplicacdo de alta
frequéncia atraveés da vibragdo produzida pela plataforma vibratéria em mulheres pés-
menopausa. Nessas pesquisas, observou-se que ocorreu uma melhora na forga isométrica
dindmica, embora o balanco postural durante o estado de equilibrio, com ou sem visdo, ndo se
alterasse por causa do treino vibratorio. Cury e Magalhées (2006) realizaram um estudo com
objetivo de criar um teste de equilibrio corporal, coordenacdo do aparato musculoesquelético
em contexto funcional, para verificar sua adequagéo e aplicabilidade em um grupo de criancas
brasileiras. A pesquisa foi realizada com 66 criancas, com desenvolvimento motor tipico,
idades cronoldgicas de 4, 6 e 8 anos, selecionadas em trés escolas. O protocolo a que as
criangas foram submetidas foi elaborado e constituido por oito provas, avaliadas por critérios
quantitativos e qualitativos e distribuidas em dois circuitos. Observou-se diferenga no
desempenho entre criangas de 4 e 6 anos para algumas das provas avaliadas. Criangas de 6 e 8
anos, de um modo geral , ndo apresentaram diferenga nas provas de equilibrio propostas. Em
outros estudos, Bosco et al. (1999), investigaram os efeitos das ondas vibratorias no
comportamento mecanico do tecido 6sseo e musculoesquelético humano. Nesse estudo, seis
jogadores de voleibol foram recrutados e testados através do exercicio terapéutico
(cinesioterapia) de forca dindmica méaxima das pernas em uma prensa, com pesos adicionais
de 3; 5 e 7Kg. Depois de testados, um dos membros inferiores foi aleatoriamente escolhido
para tratamento controle. Os resultados mostraram uma notavel e estatisticamente relevante
diferenca entre a melhoria da velocidade média, forca média e poténcia média. Depreenderam
que a melhoria pode ter sido causada por fatores neuronais, j& que os atletas estavam
adaptados ao exercicio feito com uma espécie de prensa e, por isso, o efeito da aprendizagem
era minimo. Delecluse et al. (2003) investigaram e compararam o efeito do treino atraves da
cinesioterapia por 12 semanas e do treino de resisténcia na forga do compartimento na
musculatura extensora do joelho humano. As forcas isométricas e dindmicas dos musculos
extensores do joelho aumentaram significantemente, tanto no grupo submetido &

cinesioterapia como no grupo submetido ao treino de resisténcia, respectivamente, enquanto
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que os grupos placebo e o grupo de controle ndo mostraram um aumento significativo. As
ondas vibratorias obtidas através da plataforma vibratoria tém o potencial de promover
melhora da densidade mineral 6ssea e um ganho de forca muscular, além de provocar
contragdo muscular reflexa. Verschueren et al. (2003) descreveram que a cinesioterapia
(obtida através da plataforma vibratéria) € um método de treino do aparelho locomotor
recentemente desenvolvido.

Durante a cinesioterapia, o participante coloca-se de pé em uma plataforma que gera
uma vibracdo sinusoidal vertical, com uma frequéncia entre 35 e 40Hz. Esses estimulos
mecanicos sao transmitidos ao corpo sistemicamente, estimulando, por sua vez, 0s receptores
sensoriais, mais provavelmente os fusos musculares. Essa agdo conduz a uma ativagdo dos
motoneurdnios alpha e inicia contragdes musculares comparaveis ao “reflexo vibratorio
tonico”, possibilitando o treinamento do aparelho locomotor e diminuindo o risco de
complicacfes resultantes da sindrome da imobilidade, como fraturas e a piora dos baixos
niveis de densidade 6ssea (ALLEGRETTI et al., 2007).

Em estudos experimentais ou clinicos, as ondas vibratdrias sdo utilizadas como um
recurso auxiliar na prevencéo da diminuicdo de densidade mineral 6ssea e de massa muscular
observadas em situacbes que ha traumas ortopédicos e em condicbes de diferentes faixas
etarias (GELI, 2008; TORVINEN et al., 2002). Em tibia e no musculo s6leo do rato,
submetidos por quatro minutos a ondas vibratérias (FENGYUAN; JINGWEN, 2006), e em
ratas ovariectomizadas (CHEUNG, 2006; DELECLUSE et al., 2011), verificou-se que as
ondas vibratorias sdo potencialmente eficazes na prevencéo de perdas 6sseas e musculares.

Como o reparo 0sseo (defeito critico e ndo critico) e a regeneracdo muscular
constituem um problema em ciéncias bésicas e em salde humana entre diferentes faixas
etérias, ¢ de fundamental importncia obter novas estratégias terapéuticas, em modelos
experimentais que aperfeicoem ou suplantem tais lacunas. A associagdo entre o uso de
biomateriais e a utilizacdo de plataforma vibratéria constitui um recurso passivel de
investigacdo experimental inédita, cujos resultados, se validados, poderdo ser reproduzidos,
com margem de confiabilidade, na clinica terapéutica em humanos.

E nesse contexto inovador e ainda bastante desconhecido que biomateriais tém sido
utilizados como uma estratégia de reparo tecidual 6sseo em defeitos de diferentes magnitudes:
leves, moderados e severos, ou defeitos criticos e ndo criticos. Apds uma lesdo éssea, 0
recrutamento de fatores morfogenéticos, migragdo celular, fluxo sanguineo adequado, sintese

de coldgeno, entre outros componentes, S&o essenciais a seu reparo.
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Alguns recursos sdo utilizados para promover a reconstituicdo de tecidos, sendo o0s
substitutos bioldgicos (biomateriais sintéticos ceramicos — hidroxiapatita de calcio e alginato)
utilizados com essa finalidade, com algumas vantagens, como a de mimetizar as respostas no
0sso lesionado, bem como de acelerar a atividade organica no microambiente comprometido
(MAVROPOULOS, 1999; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006), com bons resultados
para o reparo 6sseo (Figura 2). O composito hidroxiapatita e alginato (HAAIg), como
substituto 6sseo bioldgico em defeitos criticos em calvaria de ratos, demonstrou adequada
propriedade osteocondutora e resultados promissores na reparacdo dssea, em estudos prévios
(BARRETO, 2006; PAULA, et al., 2009).

O implante de substitutos biolégicos em estruturas do aparelho locomotor — 0sso,
cartilagem, menisco, tenddes e ligamentos (CARVALHO, 2010; INTINI, 2008; LEGEROQOS,
2002) — e a avaliagdo do comportamento biolégico de biomateriais no reparo tecidual séo
procedimentos relevantes. Biomateriais como as matrizes tridimensionais colagénicas
anibnicas, reticuladas ou ndo em glutaraldeido, sdo potencialmente eficazes na reparagdo

6ssea em defeitos criticos na calvéria de rato (MIGUEL, 2008).

Figura 2 — A estrutura da hidroxiapatita

Fonte: adaptado de Mavropoulos, 1999.

Ensaios clinicos, com resultados promissores, sugerem avancos nas aplicacbes da
bioengenharia tecidual em individuos vitimados por defeito 6sseo (GIANNOUDIS;
DINOPOULUS; TSIRIDIS, 2005). Outros pesquisadores descrevem que tais resultados

baseiam-se no tratamento, com células-tronco osteoprogenitoras autoldgas, em situacoes de
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necrose avascular da cabega do fémur, resultantes de complicacdes de anemia falciforme
(DALTRO et al., 2008). Essas terapéuticas constituem-se em inovacdes biotecnolégicas de
tratamento, sendo alternativas vinculadas a terapéutica celular, orgéanica (BOROJEVIC,
2008). O uso de substitutos bioldgicos compostos por hidroxiapatita associada ou ndo a
esponja de fibrina, em defeitos 6sseos (CARVALHO, 2010), demonstrou nesse estudo, que 0s
resultados foram satisfatorios quanto ao padréo de resposta ao reparo tecidual. A avaliacdo da
reparacdo Ossea de defeitos implantados (com hidroxiapatita e alginato) revelou uma melhora
da resisténcia mecéanica e da resiliéncia do novo tecido (proximo ao local do implante),
sugerindo que tal compdsito é capaz de mimetizar as respostas do microambiente (BARRIAS
et al., 2005), sendo, ainda, compativel com o sistema bioldgico.

Os efeitos do alginato (adequando a estrutura das microesferas de HA), como
compdsitos ou agentes potencialmente osteogénicos, e a eficacia desses biocompoésitos na
reparacdo Ossea de defeito critico (como alternativa terapéutica inorgénica) ainda ndo estdo
bem documentados. Portanto, a associacdo do uso do compdsito hidroxiapatita e alginato (em
defeitos criticos), a aplicacdo de correntes vibratorias no POI e os potenciais efeitos no reparo
6sseo ndo sdo conhecidos e sdo alvos de investigacdo. Os biomateriais tém sido utilizados
como uma estratégia de reparo tecidual 6sseo em defeitos de diferentes magnitudes: leves,
moderados, severos ou defeitos criticos e ndo criticos. Apds uma lesdo 6ssea, 0 recrutamento
de fatores morfogenéticos, a migracdo celular, o fluxo sanguineo adequado, a sintese de
colageno, entre outros, sdo essenciais a seu reparo.

A Bioengenharia Tecidual é uma &rea de pesquisa multidisciplinar que se desenvolve a
partir de novas técnicas e (ou) biomateriais para aplicacdes médicas (PAULA, 2008),
especialmente na medicina regenerativa. Alguns recursos séo utilizados para promover a
reconstituicdo de tecidos, sendo os substitutos biolégicos (biomateriais — compdsitos de
hidroxiapatita de calcio e alginato) utilizados com essa finalidade, com algumas vantagens,
como a de mimetizar as respostas no 0sso lesionado, bem como acelerar a atividade organica
no microambiente comprometido (ROLIM, 2010). Ensaios clinicos, com resultados
promissores da gendmica, sugerem avangos das aplicagbes da bioengenharia tecidual em
individuos vitimados por defeito 6sseo, obtidos atraveés do tratamento com células-tronco
osteoprogenitoras autoldgas e a consequente matriz ostedide neoformada (BOROJEVIC,
2008).

Nesse contexto, a osteointegracdo do biomaterial implantado depende ndo somente de
suas caracteristicas fisico-quimicas (porosidade, biocompatibilidade entre outras), bem como

da capacidade regenerativa do sitio receptor, sendo que o defeito 6sseo responde as forcas de
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tensdo resultantes de energia cinética (movimento funcional) ou da cinesioterapia (exercicio
terapéutico). Fraturas, tumores 0sseos, osteoporose, entre outras afeccBes, sdo, portanto,
condicdes clinicas que causam ou pioram a imobilidade, podendo alterar a fun¢do locomotora
(McLEOD, 2006) e influenciar o comportamento bioldgico. Pode, ainda, afetar os resultados
esperados da utilizagdo de substitutos organicos e suas repercussdes no aparelho locomotor.
Essas modalidades terapéuticas (uso de biomateriais ou ondas vibratorias), quando atuam
isoladamente, tém como efeitos a inducdo da osteogénese e a formacdo de tecido dsseo
mineralizado.

O o0sso é metabolicamente ativo e possui a capacidade de remodelagdo continua
durante a vida. A remodelacdo consiste na retirada de tecido 6sseo 0sso mineralizado pelas
células osteoclésticas. Essa acdo é simultanea a formacéo e a deposicdo de matriz dssea pelos
osteoblastos, a qual, depois, se torna mineralizada (HALBOUT, 2010). O tecido 6sseo pode
sofrer lesbes decorrentes de exposicOes ambientais, erros genéticos e traumas, dentre outros.
Esse tecido permite uma adequada capacidade regenerativa e, quando lesionado, em muitas
situacOes ideais, é capaz de restaurar-se e restabelecer-se eficazmente. Recompfe sua
morfologia de modo a garantir suas propriedades mecanicas, dentre outras. Mas esse potencial
osteogénico regenerativo possui restricdes e pode fracassar em certas condi¢cdes ndo muito
propicias (CONZ, GRANJEIRO; SOARES, 2005; COSTA et al., 2009; HOLZER et al.,
2009; MARCACCI et al., 2007; RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2006;). Em um defeito
0sseo, varios componentes essenciais organicos e inorganicos sdo recrutados, a fim de manter
um microambiente adequado para o reparo (CAMPOS, 2012). Entretanto, o defeito 6sseo
critico, aquele cujo reparo ndo ocorre de forma espontanea em fungdo de suas dimensdes
(ROSCHGER, 2008), constitui um desafio nas ciéncias biomédicas. Para tais situacgdes,
alguns recursos terapéuticos com efeito sistémico ou local sdo utilizados na assisténcia clinica
humana, mas com certas limitagfes. Estudiosos em bioengenharia de tecidos utilizam
diferentes modelos experimentais, animal e terapéutico (CASALS et al., 2011), com vistas a
obter inovacBes biotecnoldgicas mais satisfatorias, que possuam menor énus e que, apds 0s
diversos testes, possibilitem o uso em humanos.

Em alguns estudos, observou-se que o modelo de defeito 6sseo critico possui grandes
dimensoes, tais como didmetro de 8,5 mm (BARRETO, 2011), em calvérias de rato.

O rato € um modelo de animal experimental, dentre 0os demais, como micro pigs, caes
e outros, sendo o mais utilizado na analise da resposta de terapéuticas empregadas para

estudar o potencial osteogénico em defeito dsseo critico em calvarias (CASALS et al., 2011).
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Esse animal possui outra vantagem para uso experimental, pois permite mais facil e rapida
possibilidade de manipulagdo e controle em biotérios (ANDREOLLO, 2012).

O osso tipo diploe, existente na calvaria, em comparacdo com outros 0ssos, €
caracterizado pelo leito vascular limitado, fato que restringe o suprimento metabdlico e o
consequente recrutamento de diversos fatores morfogenéticos para esse local, dificultando o
reparo. A calvéria do rato geralmente é escolhida, em estudos experimentais, entre outros
fatores, por apresentar as piores condi¢Ges para o reparo 6sseo (HONMA, 2008; BARRETO,
2011).

Defeitos do remodelamento 6sseo podem causar anomalias do desenvolvimento e
condicOes degenerativas, como a osteoporose, resultante da extrema erosdo da matriz, o
enfraquecimento e a fragilidade do 0sso, cuja consequéncia é a possibilidade de complicacdes
das fraturas existentes e o risco de novas fraturas.

A depender da extensdo do defeito (leve, moderado; critico ou ndo critico) ou da
condicdo da fratura, o reparo 6sseo se inicia de forma esponténea, imediatamente apos a
hemorragia, a destruicdo de matriz, a morte celular e a fagocitose (WALSH, 2006).

A reparacéo de defeitos dsseos criticos em situagdo de regeneracdo exige ndo somente
sofisticagdo das modalidades terapéuticas, como descoberta de novas biotecnologias. Os
farmacos, como o ranelato de estroncio, sdo comercializados e utilizados em humanos com
acdo terapéutica profilatica antiosteopordtica e no controle de complicagdes em situacdes de
osteoporose (AMMANN et al. 2007; CORTINA; LOPEZ, 2008; REGINSTER et al., 2008).

O ranelato de estroncio € um sal (diestroncico de acido 5- [bi (carboximetil] amino) —
2 — carboxi — 4 — ciano — 3 - tiofenacético), formado por uma substancia orgéanica, o éacido
ranélico, e dois atomos de estroncio estavel (BARRETO, 2011; TERRA et al. 2009; TIAN et
al. 2009; CARVALHO, 2010). Foi utilizado, em algumas pesquisas, como mais uma
estratégia terapéutica sistémica modulando o processo de reparo de defeitos 6sseos em
condigdes e dimensdes criticas.

O farmaco ranelato de estroncio age sistemicamente, diminui a reabsor¢ao, mantém ou
aumenta a formacdo Gssea, e seus testes foram realizados in vitro e in vivo. Nesses estudos,
observou-se algum efeito quanto a prevencéo e ao controle da osteoporose, especialmente, em
mulheres pds-menopausa (HALBOUT, 2010). O ranelato de estroncio foi utilizado como uma
das possibilidades terapéuticas para diminuir a dificuldade regenerativa do defeito Gsseo
critico (NASCIMENTO, 2010; ROLIM, 2013).
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Apesar dos eventuais efeitos colaterais, a droga — que é composta por uma parte
inorganica, constituida por dois atomos de estroncio estavel, e a parte inorganica, por acido

ranélico (Figura 3) — é utilizada em humanos.

Figura 3 - Mecanismo acdo: ranelato de estroncio
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Fonte: Halbout, 2010

E possivel que a atuagdo do ranelato de estroncio sobre a inibigdo dos pré-osteoclastos
e, consequentemente, nos osteoclastos seja mimetizada através da acdo do receptor
extracelular sensivel dependente ao calcio (LONG, 2008; MAIMOUN et al. 2010; MARIE,
2006; NIELSEN, 2004). A proteina osteoprotegerina e o aumento de sua ligacdo com o
receptor RANKL favorecem, possivelmente, o efeito de anabolismo do ion célcio e o tecido
dsseo.

Entretanto, as combinacGes de estratégias (ondas vibratérias, ranelato de estroncio e
biomaterial) como provéveis agentes e potencialmente indutoras do reparo 6sseo ndo séo
conhecidas em defeitos criticos. Estudos experimentais de investigacdo sdo necessarios para

elucidar essa lacuna cientifica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o reparo 6sseo apds terapias sistémicas com ondas vibratorias e associacdes

com a administracdo do farmaco ranelato de estroncio e a implantacéo local de biomaterial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar histomorfologicamente o potencial osteogénico no reparo de defeito dsseo

critico através de:

— Aplicacdo de ondas vibratorias obtidas da plataforma vibratoria; associacéo de ondas
vibratorias e a administracdo enteral do farmaco ranelato de estréncio; aplicacdo das ondas

vibratodrias e a implantacdo de microesfereas de HAAIg.

— Determinacéo das concentrages plasmaticas dos elementos célcio e estroncio apos a

administracéo de ranelato de estroncio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 BIOMATERIAL

O biocompésito de microesferas — bioceramicas de hidroxiapatita de calcio conjugadas
ao alginato — foi o biomaterial usado neste estudo. Os pesquisadores do Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (CBPF), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre Rossi, sintetizaram,
caracterizaram e forneceram o biomaterial destinado aos experimentos. As microesferas de
HAAIlg, ndo sinterizadas e com tamanho entre 200>g<425mm, foram produzidas em

condicdes reativas, cuja reacdo é demonstrada na férmula a sequir (Figura 4):

Figura 4 - Reagéo da formacgdo de microesferas de HA

10 Ca(NOs3)2+ 6 (NH4)2HPO4+ 8 NH4OH — Ca10(PO4)s(OH)2+ 6 H20 + 20 NH4NOs
Fonte: Adaptado de Barreto, 2011

De acordo a reacdo ilustrada acima, o protocolo de producdo do biomaterial,
microesferas de HAAIg, é descrito no modelo esquematico (Figura 5) a seguir:

Figura 5 - Modelo esquematico de sintese de HAAIg
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As amostras das bioceramicas de hidroxiapatita estequiométrica foram produzidas
pelo método de precipitacdo, por via Umida com razdo molar dos ions Caio (PO4) ¢ (OH) 2, na
qual a relacdo Ca/P foi igual a 1,67. As condigBes reacionais foram favoraveis & composicéo
de um biomaterial com fase cristalina. A sintese do biomaterial composto por microesferas de
hidroxiapatita e alginato (HAAIlg; 200>g<425mm) foi obtida a partir de duas solugdes
priméarias com o objetivo de, em condicOes reativas ideais, formar o precipitado. A primeira
solucdo foi composta por ions de calcio (Solugdo 1) e a segunda solugdo composta pela adigéo
de ions fosfato (Solucéo II). A reacgéo de precipitacéo foi adquirida com o uso de um baldo
volumétrico contendo a mistura da Solucdo | mais uma solucéo de nitrato de célcio (0,2M).
Este fluido foi mantido sob a vazdo de 30mL/min., e sob a agitacdo constante, cuja
temperatura manteve-se entre 85 & 90°C. A Solucéo 1, foi acrescida do composto de fosfato
dibésico. A bomba peristaltica foi utilizada a fim de manter a solugdo sob agitagdo continua
por quatro horas consecutivas. Apés este tempo, obteve-se o precipitado cristalino e
maturado. O precipitado foi obtido com o uso de um funil de Buchner utilizado para filtrar as
misturas obtidas a partir das Solugdes | e Il. O p6 de hidroxiapatita nanoestruturado foi obtido
sob um pH 7,0, uso de dgua Milli-Q & temperatura 90°C e sucessivas ressuspensdes.

O p6 de hidroxiapatita resultante foi submetido & separacdo granulométrica. Os
granulos de HA obtidos a partir desta separacdo possuiam tamanho igual ou superior a 200
micrometros. A obtencdo do biocompésito de microesferas de HAAIg inicial, sob a forma de
uma espécie de pasta ceramica foi realizado os seguinte procedimento: para a obtencdo desta
pasta cerdmica, realizou-se sob pequena agitacdo, a adi¢do de particulas de alginato de sodio
na concentragdo de 1%, cuja proporcao foi de 15:1. A formag&o das microesferas de HA foi
possivel através da obtencdo de uma pasta cerdmica homogénea. Esta foi ejetada com o
auxilio de um émbolo, cuja seringa continha uma solucéo de cloreto de célcio na concentracéo
de 0,15M. Apos 24h sob este processo de extrusdo, as microesferas obtidas foram lavadas em
agua. Em estufa & temperatura de 70°C, estas foram submetidas a secagem e obteve-se as
microesferas néo sinterizadas. A selecdo de microesferas de HAAIg entre 200>g<425mm foi
feita com a utilizacdo de uma peneira granulométrica especifica.

A caracterizacdo do biomaterial foi realizada em trés etapas. Na primeira etapa de
caracterizacdo do biomaterial, ele foi caracterizado pelo método de difracdo de raios X
(DRX). O tamanho do cristal que integra o biomaterial, as quantidades de fases, a pureza, bem
como a elevada cristalinidade foram identificadas de acordo com a demonstracdo do Grafico
1.
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Gréfico 1- DRX do biomaterial, (HAAIg)
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O espectro de difragdo é demostrado no difratograma. Os picos primordiais da HA
estdo de acordo com o padronizado, o PCPDFWIN. A amostra possui alta cristalinidade,
representada pelos picos em istmo, observados no eixo Y.

A segunda etapa de andlise e identificagdo foi realizada através de espectroscopia de
absor¢do no infravermelho, por meio da transformada de Fourier (FITR). Esse método

possibilitou determinar e padronizar, qualitativamente, os grupos funcionais da HAAIg

obtida, cuja imagem ¢ ilustrada no Gréfico 2.

Gréfico 2 — Grupos funcionais do biomaterial HAAIg
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O biomaterial é composto HA [Cal0(PO4)6(OH) 2]. As fracBes totais de OH1
equivalentes a 4808 cm-1. As fracdes parciais de fosfato nas areas 1500cm-1 a 1250cm-1 e
em 1000 cm-1 a 500 cm-1. Estas fracGes demonstram que o biomaterial manteve sua
configuracédo elementar.

Na terceira etapa, a Ultima, a caracterizacdo do biomaterial foi concluida. Nela,
observou-se a porosidade interna e superficial do biomaterial padronizado para o presente
estudo. As fotomicrografias abaixo foram obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV); a Figura 6 e o Grafico 3 demonstram a variagdo da granulagdo da HAAIg. Concluida
a etapa de caracterizagdo do biomaterial obtido, ele foi aliquotado em quantidade de 0,12g,
embalado individualmente e esterilizado por radiagdo gama.

Figura 6 — Variagdes topograficas dos biomateriais: morfologia e textura do biomaterial (MEV). AeB -

Superficie do biomaterial: granulos individualizados (demarcados em vermelho) e grandes aglomerados
granulares (em amarelo)

20.00 kV X 250
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Grafico 3 — Tamanho das granulacdes da HAAIg, em pm? plotados no grafico. P <0,0001; teste-t de Student
nao pareado; n = 10 elementos em cada condicdo experimental.
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4.2 PLATAFORMA VIBRATORIA

O equipamento Juvent 1000®, um produto de inovagdo biotecnolégica que produz
ondas vibratérias, foi utilizado para a terapéutica sisttmica. O aparelho oferece a
possibilidade de vibragdo sisttmica com tecnologia de acordo com as especificagdes e em
cumprimento as normas técnicas da ANVISA.

As magnitudes de aceleracdo usadas no dispositivo se mantiveram nos limites
recomendados para a tolerancia humana pela ISO/INMETRO. De acordo o padrdo de
seguranca emitido pela 1SO, o sinal usado pela Plataforma Juvent1000® foi de 0,3 g e a
frequéncia entre 32-37 Hz. Essa dose foi indicada para o uso seguro em exposi¢des de até 4
horas por dia em humanos.

Os animais deste experimento foram mantidos em condig¢des de seguranca similares,
com tempo de exposicdo méxima de 20 min. Utilizou-se a plataforma com ajustes
automaticos & massa corporal do animal de experimentacdo e com a capacidade maxima para
até 600g. Apesar de adaptada com uma tela vazada em acrilico (Figura 7), a plataforma
vibratéria foi projetada para oferecer o sinal especifico atraves de sensores e um modo de

calibrago de fabrica. Ela foi utilizada de acordo as instru¢des do fabricante.

Figura 7 - Plataforma vibratoria com tela vazada
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4.3 FARMACO RANELATO DE ESTRONCIO

O ranelato de estroncio (Protos®), um farmaco de agdo sistémica, foi usado nos
experimentos. E um sal composto por dois 4tomos de estroncio estaveis — a fracéo inorganica
e uma substancia organica, o acido ranélico.

Cada saché de Protos® contém 2,0g de granulos de ranelato de estroncio hidratado,
iguais a 2,632g, correspondentes a 2,0g de ranelato de estroncio anidro. Seus excipientes séo
aspartame, maltodextrina e manitol. O farmaco é autorizado pela ANVISA, e de uso
comercial para humanos (Figura 8). Foi administrado por via oral nos ratos deste estudo, os

quais foram alocados em determinados grupos desta pesquisa.

Figura 8 — Farmaco comercial: granulado para suspensédo oral
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Fonte: rodrigopoubel.com.br

4.4 ANIMAIS
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Modelo animal experimental

O projeto desta pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisas
em Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana, através do Oficio 57/2012, sob
Protocolo n° 004/2012 (Anexos A e B). Sua execucdo seguiu as Normas Eticas de Pesquisas
em Animais, bem como, as Normas Nacionais de Biosseguranga. As diretrizes do Instituto
Nacional de Saide para o cuidado e uso de animais de laboratdrio (NIH Publicacdo n © 85-23
Rev. 1985) também foram seguidas.

Foram utilizados 105 Rattus norvegicus, da linhagem Wistar albinus, machos, com
massa corporal entre 350 e 450g. O protocolo cirurgico estabelecido em estudos prévios
(MIGUEL, et al., 2006) foi utilizado para a realizacdo do defeito critico na calvaria dos ratos.
Os animais ficaram durante todo o periodo experimental em gaiolas identificadas de acordo 0s
grupos, revestidas com cama de maravalha de pinus (autoclavada) e trocada diariamente.
Foram alimentados com ragéo sélida Labina™ e 4gua ad libitum, e mantidos em condicBes
ambientais controladas de temperatura e luminosidade. A seguir, apresenta-se a descrigdo para
a composicdo dos grupos de acordo o ponto biolégico e a tabela dos respectivos animais

versus ponto bioldgico.

4.5 COMPOSICAO DOS GRUPOS E NUMERO AMOSTRAL

A composicdo dos grupos e o nimero amostral experimental foram determinados de
acordo com a realizacdo de estudos prévios (BARRETO, 2008; MIGUEL, 2006; ROLIM,
2010) e de estudo-piloto, bem como estudos correlatos na literatura cientifica.

Os animais foram distribuidos de forma aleatdria para a composicao dos sete grupos,
com 15 animais em cada, avaliados nos pontos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias pds-

operatorios, de acordo o descrito e conforme a Tabela 1, a seguir.

Para os animais com ou sem defeito critico em calvaria, de acordo com o ponto biol6gico:

I. Grupo Controle Sem Defeito Padrdo Ouro — GSDPO: a calvéria ndo foi submetida a criagéo
do defeito dsseo critico e permaneceu integra.

Il. Grupo Experimental Defeito Vazio Padrdo Ouro — GEDV: a calvéria de cada animal foi

submetida a trepanacdo, cujo defeito foi preenchido apenas pelo coégulo.
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I1l. Grupo Experimental Ondas Vibratérias — GEOV: o defeito 6sseo produzido foi
preenchido apenas pelo coagulo. Cada animal operado foi submetido a aplicacdo de ondas
vibratorias a partir do pos-operatério imediato (POI).

IV. Grupo Experimental Ondas Vibratdrias e Ranelato de Estroncio - GEOVRE: a calvéria do
rato foi submetida a criagdo do defeito dsseo critico. O defeito foi preenchido apenas com
coagulo. Foram iniciadas as aplicagBes de ondas vibratérias e realizada a administracéo
enteral de relato de estroncio no POI de cada rato.

V. Grupo Experimental Ondas Vibratérias e Hidroxiapatita — GEOVHA: o defeito 6sseo
produzido foi preenchido com o biomaterial composto por microesferas de hidroxiapatita e
alginato (HAAIg). A aplicacdo de ondas vibratdrias ocorreu partir do POI de cada rato.

V1. Grupo Experimental Ranelato de Estroncio — GERE: o defeito foi preenchido apenas com
coagulo. Foi realizada a administracdo enteral de ranelato de estréncio no POI para cada rato.

VII. Grupo Experimental Hidroxiapatita e Alginato — GEHARE: o defeito 6sseo recebeu a

implantagdo do biomaterial e administragéo de ranelato de estroncio

Tabela 1 - Composicgao dos grupos e nimero amostral de acordo com o ponto bioldgico
Periodo 15d 45d 120d  Total

Grupos/Defeitos/ Ponto bioldgico

1.GSDPO 5 5 5 15

1. GEDV 5 5 5 15

111. GEOV 5 5 5 15
IV.GEOVRE 5 5 5 15
V.GEOVHA 5 5 5 15
VI.GERE 5 5 5 15
VII.GEHARE 5 5 5 15
Total 35 35 35 105

4.6 ETAPA CIRURGICA

Modelo cirdrgico — Técnica cirdrgica: criagdo do defeito critico em calvéria e implante do

biomaterial
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Os procedimentos cirargicos foram realizados de acordo a determinacdo do protocolo
de técnica cirdrgica descrito por Miguel et al. (2006). O defeito critico criado na calvaria do
rato foi de 8,5mm. Os animais foram submetidos a anestesia, com inje¢do intramuscular de
cloridrato de quetamina, na propor¢do de 0,8 mL/100 g de massa corpdrea, e a analgesia e
sedagdo com injecdo intramuscular de cloridrato de xilazina, na proporcéo de 0,04 mL/100 g

de massa corp6rea, como se verifica na Figura 9 a seguir.

Figura 9 - Etapa cirdrgica: técnica anestésica

Fonte: Adaptado de Carvalho, 2010

A anestesia foi realizada com cloridrato de quetamina a 10%, e a analgesia e sedagdo
com cloridrato de xilazina com injecdo intramuscular (A); foram efetivadas a tricotomia da

area cirurgica (B) e a antissepsia com solucdo de alcool iodado (C).
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Vale ressaltar que esse protocolo de anestesia foi utilizado tanto para a etapa cirdrgica
quanto para o procedimento de puncdo cardiaca e coleta de sangue, a ser descrito,
posteriormente. Em seguida, os animais foram submetidos & tricotomia, acompanhada por
antissepsia com élcool iodado nos campos peri e operatorio. A técnica anestésica e a adequada
tricotomia dos animais estéo apresentadas na Figura 9.

Os animais foram posicionados em decubito ventral, para acesso a calvaria. Em
seguida, foi realizada incisdo cutanea bicoronal, semilunar, com aproximadamente 3,0 cm de
extensdo, com lamina de bisturi n® 15, seqguida de divulséo e elevacdo do retalho para acesso
ao periosteo.

O peridsteo foi seccionado e removido para expor o tecido 6sseo, com auxilio de uma
espatula n° 7 e pinga clinica. Utilizou-se uma fresa trefina de aproximadamente 8,0 mm de
didmetro, montada em contra-angulo, com reducéo de 1:16, acoplada em motor cirdrgico com
1500rpm. Sob irrigagdo constante com soro fisiologico estéril, foi confeccionado, entre os
vértices das suturas anterior e posterior da calvaria, o defeito 6sseo circular transfixado, com
aproximadamente 1,0 mm de espessura.

Os defeitos 6sseos dos grupos GOVHA e GERARE foram implantados com
biomaterial, e os demais grupos GSDPO, GCDPO, GOV, GEVRE, GERE ndo foram
implantados com biomateriais. E importante salientar que os animais dos grupos GOV,
GOVRE, GOVHA foram submetidos a aplicacdo das ondas vibratérias no POI. Os
biomateriais utilizados foram implantados em toda a extensdo do defeito; em seguida, foi feita
a reposicdo do retalho e a sutura com fio seda 4.0, de acordo com a sequéncia da etapa

cirirgica demonstrada na Figura 10.
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Figura 10 — Etapa cirdrgica: sequéncia cirurgica e implantacéo do biomaterial

Fonte: Adaptado de Miguel, 2008; Rolin, 2010 e Campos, 2012

Na Figura 10, A corresponde a demarcacdo da area de incisdo; B, a divulsdo dos
tecido; C, a remocao do periésteo; D, a transfixagdo 6ssea com broca trefina de 8,5 mm; E, a

calvaria demarcada; F e G, ao deslocamento e a remocdo do fragmento &sseo,
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respectivamente). Em H, registra-se defeito 6sseo critico de 8,5mm de diametro; em |, a

insercdo do biomaterial; em J, o retalho reposicionado e suturado com pontos interrompidos.

Manutencdo dos animais ap0s a etapa cirurgica até a morte

Ap0s a etapa cirurgica, os animais foram mantidos nas condi¢Ges previstas pelo
CEUA, em gaiolas individuais, identificadas conforme os grupos e pontos bioldgicos,
respectivamente. Na ficha de identificagdo constavam, ainda, a massa corporal, a data da
cirurgia e a data provavel de morte do animal, de acordo os pontos bioldgicos de 15, 45 e 120
dias. Os animais de cada grupo foram submetidos aos protocolos de terapéutica sistémica de

acordo o que é descrito a sequir (Figura 11).

Figura 11 — Animal experimental na plataforma em grupos de acordo o ponto biolégico
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As ondas vibratorias foram obtidas através do uso da plataforma vibratoria modelo

Juvent1000®, previamente calibrada pelo fabricante. Para manter o rato sobre a plataforma foi

construida uma caixa vazada nos segmentos inferior e superiormente a plataforma (Figura 12).
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Figura 12 — Aplicagdo do protocolo de aplicagdo de ondas vibrat6rias

Apos a etapa cirdrgica, 0s ratos recuperavam-se da narcose anestésica e, no primeiro
dia do pés-operatdrio, de acordo com grupo a que pertenciam, recebiam as ondas vibratorias.
Cada rato foi mantido sobre a plataforma vibratoria, cuja periferia era protegida pela tela a fim
de assegurar a administracdo da terapéutica proposta no protocolo (Figura 12). As ondas
vibratorias foram aplicadas sistemicamente nos ratos em trés sessdes diarias, por vinte minutos,
nos diferentes pontos biolégicos, cuja frequéncia, independentemente do peso, era de 60Hz.
Esse protocolo foi estabelecido apds a realizagdo de experimentos-piloto, prévios ao presente
estudo, pois ndo era conhecida a dose para uso em defeito 6sseo critico. Protocolos existentes
na literatura correlata foram adaptados (AUGAT, 2006; DELECLUSE et al., 2011;
FRANKEL, 2005; TORVINEN et al., 2002).

Posologia e administracdo de farmaco (protocolo de aplicagéo)

A posologia foi estabelecida de acordo o protocolo estabelecido (BARRETO, 2011;
NASCIMENTO, 2010). Uma parte da ragdo s6lida Labina® foi centrifugada. Obteve-se uma
dieta pastosa, através da adicdo, a quantidade de 7900mg de ragdo, de 900mg/Kg/dia de
ranelato de estroncio e 5mL de &gua. A dose didria administrada foi de 337,5 mg, que
corresponde a 3,51 mmol de Sr/kg/dia (ROLIM, 2013). O composto pastoso obtido foi

distribuido para cada animal em seus respectivos recipientes.
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Esse composto de ragdo, agua e Protos® foi administrado todas as manhds, desde o
primeiro dia de pds-operatdrio e durante os respectivos pontos bioldgicos de 15, 45, 120 dias
do GOVRE e GERARE (Quadro 1).

No estudo, 60 animais foram distribuidos aleatoriamente, de acordo o quadro 1.

Os animais de cada grupo amostral foram submetidos a terapia sistémica com o
farmaco ranelato de estréncio, cujas condi¢fes foram similares aos as de estudos prévios de
Nascimento (2010).

Parte dessas amostras (Tabela 2) serviu como grupo controle desta pesquisa. Todos 0s

grupos estéo descritos a seguir.

Para os animais que receberam ou néo ranelato de estroncio por via enteral

Tabela 2 — Composicdo das amostras: tratados ou ndo com ranelato de estréncio

Periodo 15d 45d 120d Total
Grupos
GCCPC 5 5 5 15*
GCCPE B B B 15
GCPC-GEOVRE 5 5 5 15
GCPE-GEHARE B B B 15
Total 20 20 20 60

I. Grupo controle padréo ouro, concentragdo plasmatica de calcio (GCCPC): o sangue do rato

foi colhido. N&o houve administracdo do farmaco ranelato de estréncio.

I1. Grupo controle padrdo ouro concentragdo plasmatica de estroncio (GCCPE): a amostra de

sangue do rato foi analisada ap6s administracdo do farmaco, de acordo os pontos biolégicos.

I1l. Grupo concentracdo plasmética de célcio do GEOVRE (GCPC-GEOVRE): a calvéria do
rato foi submetida a criacdo do defeito 6sseo critico. O defeito foi preenchido apenas com
coagulo. Foram iniciadas as aplicagBes de ondas vibratérias e realizada a administracéo

enteral de ranelato de estroncio no POI de cada rato.
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IV. Grupo concentracdo plasmatica de calcio do GEHARE (GCPE-GEHARE): o defeito foi
preenchido com HAAIlg. Foram administradas as doses por via enteral de ranelato de

estroncio no POI de cada rato.

Administragdo da dieta

Da narcose anestésica até antes de receber o composto, os animais dispunham, para
consumo, apenas de agua ad libidum. O conjugado de agua, ragao e farmaco era consumido em
até duas horas. Apos a ingesta, 0s animais faziam uso de agua ad libidum e alimentavam-se
normalmente com a racdo solida Labina® Purina, cuja composicdo se encontra na Tabela 3,
abaixo:

Tabela 3 — Composicdo nutricional da racdo Labina® Purina — Quantidade por Kg de racdo destinada a
alimentar os ratos

Matéria Fibrosa (méx.) 5,00%

Matéria Mineral {(méx.) 10,00%

Célcio (méx.) 1,30%

Fésforo (min.) 0,85%

Vitamina A 25600 Ul ® Umidade (max)
il L oLl ¥ Proteina Bruta (min.)
Vitamina E £2mg

VitaminaK 6,4mg ¥ Extrato Etéreo (min.)
Vitamina B12 40 pug B Matéria Fibrosa (max.)
Vitamina B12 11mg ¥ Matéria Mineral (max.)
Vitamina B6 28g u Célcio (méx.)

Saiic 20mg H Fésforo (min.)
Niacina 11mg

Tiamina 90 mg ¥ Vitamina A

Acido Pantoténico 2800mg | Vitamina D3

Colina 0,16 mg

Biotina 13mg

Acido Félico 1,7mg

Magnésio 110mg

Manganés 1,0mg

lodo 0,2mg

Selénio 20mg

Cobalto 2,0mg

Ferro 180mg

Zinco 110mg

Cobre 30 mg

4.7 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Apos cada ponto bioldgico, os ratos de cada grupo foram anestesiados e sedados com o
mesmo protocolo utilizado na etapa cirdrgica. Em seguida, posicionados em decubito dorsal.
Localizou-se o coragdo, através da inspecdo do tdrax com o dedo indicador sobre o térax entre

a 4% e a 62 costela. Os batimentos cardiacos foram percebidos com a palpagdo, quando se
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introduziu a agulha perpendicularmente a parede toracica. O sangue de todos os grupos foi
coletado em tubos a vicuo de 6mL, livres de metais, com heparina sodica (Bencton &
Dicson®).

A coleta ocorreu nos tempos biolégicos de morte dos animais. O sangue foi
centrifugado a 300rpm por 10 minutos, e aproximadamente 3mL do plasma foram transferidos
para dois tubos Eppendorf de 1,5mL, previamente descontaminados em banho de cido nitrico
a 10%. As amostras foram armazenadas a -22°C até o0 momento da analise. Ap6s a coleta, 0s
animais foram mortos por dose letal de anestésico, seguida de deslocamento cervical, nos
tempos bioldgicos previstos de 15, 45 e 120 dias.

A Figura 13 mostra a técnica de coleta de amostra de sangue por punc¢éo cardiaca (A) e
um tubo adequadamente identificado para o acondicionamento do sangue obtido em cada
amostra (B).

Figura 13 — Coleta de Amostras

Fonte: Adaptado de Nascimento, 2010

4.7.1 Analise laboratorial dos elementos estréncio e calcio
Os elementos estroncio e calcio foram mensurados no plasma sanguineo através da
técnica de espectrometria de absorcdo atdmica, com forno de grafite e espectrometria de

absorcéo atbmica com chama.

Dosagem de estroncio
As concentragdes de estroncio no plasma foram determinadas por meio da

espectrometria de  absorcdo  atbmica, com forno de grafite (GFAAS2).
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A técnica de espectrometria de absor¢do atdmica apresenta precisdo superior, sensibilidade,
especificidade e seletividade para quantificar elementos cujos teores podem estar geralmente
em quantidades muito baixas em amostras bioldgicas (D’HAESE et al., 1997; NASCIMENTO,
2010).

O espectrometro Varian AA240Z foi o equipamento utilizado. Ele foi conectado ao
forno de grafite GTA 120 com a ajuda de um amostrador automtico, o PSD 120. Uma
lampada de 2 Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry foi a fonte de luz utilizada e
que gerou de um catodo oco um espectro em torno 25mA a 460.7nm.

Foram padronizadas as condigdes de temperatura em etapas consecutivas: secagem,
com evaporagdo do solvente (70-120°C), e, em seguida, carbonizagdo, para remogdo da
matéria organica ou dos componentes volateis da matriz (1000°C). Essas etapas foram
realizadas atraves de um fluxo de argdnio de 0,3 L/min. Em seguida, ocorreu a atomizagdo, que
origina uma nuvem do metal no estado elementar, quando a leitura € realizada a 2600°C.
Foram transferidos para o tubo de grafite, apenas 8uL da amostra.

Essas amostras foram preparadas de acordo com o método descrito no protocolo
estabelecido por D’HAESE et al. (1997). Nesse processamento, misturou-se 400uL da solugéo
diluente e detergente (Triton X-100 0,1% em HNO3 0,2%, Suprapur, Merck®). Essa solugéo
foi pipetada direto do frasco para os frascos do amostrador automatico. Em seguida, foram
acrescentados em 100uL do plasma, sob agitagdo mecénica automética. O plasma serviu para a
realizacdo da diluig&o.

Essa diluicdo, na relacdo 1:5, foi adequada para que os niveis plasmaticos fisiologicos
estivessem entre um gradiente da curva de calibragdo previamente estabelecida, que foi de 2,5
a20ug/L.

Nas amostras dos animais que utilizaram o farmaco ranelato de estréncio, optou-se por
uma relagéo de diluicdo mais alta (1: 1000). Em duplicata, todas as amostras foram preparadas
e, em cada uma delas, injetou-se, também em duplicata, GFAAS. Foi aceita somente uma
variacéo de intrainjecdo menor que 10%. O marco de detecgdo do método foi de 1pg/L.

A preciséo intrabateria, em amostra de plasma humano (n=5; 25ug/L), calculada como
coeficiente de variagdo, foi de <1%. Diante da auséncia de uma amostra de referéncia
certificada, a precisdo (99,6%) foi computada como recuperagdo em plasma humano,
adicionando-se 10ugSr/L.

Os instrumentais, as vidrarias, as ponteiras e outros vasilhames foram submetidos a
retirada de residuos e livres de micro-organismos através da imersdo em solucdo de &cido

nitrico a 10% e lavados em agua destilada Tipo I (Milli-Q, Millipore®).
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Dosagem de célcio

A espectrometria de absorcéo atdbmica com chama (FAAS3) foi a técnica utilizada para
estabelecer as concentragcbes do elemento céalcio no plasma. Essa é uma técnica bastante
empregada para a determinacéo e a anélise de elementos em niveis de mg/L.

O espectrometro Varian 55B, equipado com queimador de ar-acetileno, foi o
equipamento utilizado. Para gerar o espectro luminoso, utilizou-se uma fonte de luz. Para
obtencéo desse espectro, foi utilizada uma ldmpada de catodo oco, cujo gradiente de troca foi
em 10mA a 422,7nm. Esse protocolo determinado para a preparacdo e analise do Ca
plasmético foi adaptado daquele estabelecido através dos estudos de Nascimento (2010).

Uma fracéo do plasma dos animais foi retirada para a precipitagdo. Tal precipitacdo foi
produzida atraves da adigéo de igual volume de &cido tricloroacético (Merck) a 5%.

Em seguida, o material particulado em suspenséo foi rediluido, na proporgéo 1:50, com
solucdo de cloreto de lantanio (JT Backer®) a 0,1%. Essas amostras foram preparadas nas
mesmas condic¢Oes de duplicata, isto €, nas mesmas condi¢des de quando foram determinadas
as concentragdes do elemento estroncio no plasma sanguineo. Foi registrada a média de duas
leituras, observado o coeficiente de variagdo menor que 5%.

Previamente, o equipamento foi calibrado com solugBes-padréo de célcio (1 a 5mg/L).
Essas solucdes foram obtidas com a utilizagdo de éacido nitrico a 0,2%. As amostras de
referéncia de soro humano Lyphocheck Nivel 1 (Bio-Rad®) foram analisadas repetidamente
(n=6) durante a corrida das amostras.

A exatiddo e a precisdo observadas foram 103,3% e 98,8%, respectivamente. Esse
procedimento foi empregado para atestar o controle de qualidade da anélise.

A Figura 14, mostra um aparelho de espectrometria que opera por absorgéo atdmica de
chama (A), e com o forno de grafite (B). Esses aparelhos fazem parte do acervo do Laboratorio

de Toxicologia alocado na Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).,
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Figura 14 - Aparelhos de Espectrometria

Fonte: Adaptado de Nascimento, 2010

Analise estatistica

Os dados obtidos foram alocados em planilha do Excel, 2012. Gerou-se um banco de
dados. Estes dados foram analisados no GraphPadPrism 4 (GraphPad, Software, Inc), e
exportados diretamente da planilha para esse software. Realizou-se a observagéo e a corre¢ao

dos dados copiados, com o intuito de evitar e eliminar a possibilidade de erros. Os dados
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quantitativos foram expressos como média e desvio padréo. Para a andlise, foi aplicado o teste
ndo parametrico, o Exato de Mann-Whitney (sem correcdo de Bonferroni). Os valores menores
que P>0,05 foram considerados significativos.

Os resultados obtidos foram apresentados de forma descritiva, formulados em Word,

com tabelas e figuras comparativas.

4.7.2 Obtencdo das amostras de calvarias

Apos o procedimento de puncéo cardiaca e coleta de sangue, que ocorreu nos tempos
bioldgicos determinados, os animais foram mortos com doses letais de cloridrato de quetamina.
Os ratos foram dissecados para remover toda a porcéo superior da calvéria, incluindo tecidos
moles, porém foi mantida a dura-méter, o periésteo e a amostra retirada — a calvéria. Os
espécimes foram colocados separadamente em frascos coletores plasticos, identificados, com
solucdo de formol tamponado a 4% para fixagcdo. Foram utilizados os procedimentos de
histotécnicas destinadas & analise por microscopia dptica. Os especimes foram, entdo, divididos
em duas partes, em uma proporcao de 2/3 anteriores e 1/3 posterior das calvérias de todos 0s
ratos em todos os pontos biolégicos. O segmento anterior foi descalcificado e incluido em

parafina. Os cortes foram analisados por microscopia dptica.

4.8 ETAPA DE PROCESSAMENTO LABORATORIAL

Processamento histoldgico

Essa etapa foi realizada no Laboratorio de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais
(LBTB) do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA. Em cada grupo, os animais foram
mortos. Para cada biopsia coletada, foi executado o procedimento para processamento
histoldgico, cujo protocolo seguiu o determinado por Miguel et al. (2006). Apds fixagdo em
formol tamponado a 4% durante 4 dias e realizagéo da reducdo das calvérias, os fragmentos
que incluiam o segmento anterior da calvéria, estendendo-se 2mm depois do defeito, foram
descalcificados com EDTA a 7% por 7 dias. Em um processador automatico de tecido
(LEICA - Nussloch, Alemanha), os fragmentos do tecido G6sseo das calvarias foram
processados. Utilizou-se uma sequéncia de alcool absoluto, xilol e parafina fundidos e, em
seguida, foram incluidos em blocos de parafina. Foram realizados cortes histolégicos em

microtomo para parafina. Os cortes seriados, de 5um de espessura, foram alocados sobre
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ldminas previamente tratadas para remocdo de residuos e aderéncia com silano. Os cortes
histol6gicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e Picrossirius (PIFG) e

Tricrémico de Masson Goldner, como se apresenta no Quadro 1.

Quadro 1 — Coloragdes para microanalise

Coloragdes Tecido 6sseo

Hematoxilina-Eosina (H&E) X nlcleo, citoplasma

Picrossirius-red (PIFG) X colageno tipo |
Tricrémico de Masson Goldner (TMC) X matriz osteoide

Analise histomorfométrica

Para a analise histomorfométrica, os cortes histologicos foram examinados por microscopia de
luz comum. Foi realizada a avaliacdo histomorfométrica e observaram-se os seguintes parametros de
mensuracdo: area seccional mineralizada neoformada total; extensdo linear do defeito primario;

percentagem de preenchimento linear do defeito por tecido mineralizado neoformado. Tais parametros

serdo descritos posteriormente.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS
5.1 MICROANALISE DESCRITIVA ATRAVES DE MICROSCOPIA OPTICA

As avaliacbes morfoldgicas qualitativas e descritivas foram realizadas no
Laboratdrio de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais (LBTB) do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS — UFBA), de acordo os grupos determinados,

apresentados a seguir.
5.1.1 Grupo sem defeito padréo ouro (GSDPO)

Aos 15, 45 e 120 dias, observou-se a presenca de fibras coldgenas organizadas em
lamelas paralelas umas as outras, algumas vezes em camadas concéntricas em torno de
canais com vasos. Essa caracteristica foi observada as margens da borda 6ssea.

Lacunas com ostedcitos foram observadas algumas vezes entre as lamelas 6sseas.
Em cada lamela, observou-se a presenca de fibras de coligeno e, algumas vezes, o acimulo
de substancia cimentante, pouco colageno e abundancia de matriz 6ssea mineralizada,

especialmente observada, no centro do fragmento 6ésseo.

5.1.2 Grupo experimental defeito vazio (GEDV) (Figuras 15 e 16)

Em estudos prévios e em condigBes semelhantes as do presente estudo, Carvalho et
al. (2010): observaram, no GEDV, o padrdo de resposta tecidual deste grupo controle. Na
analise dos pontos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias foram observados os aspectos a seguir
indicados. Aos 15 dias, observou-se a neoformagao Gssea reparativa limitada as bordas do
defeito, com o aspecto de osteoblastos ativos presentes. Essa neoformacdo, aos 45 dias,
continuou limitada as bordas do defeito, mas em maior extensdo e com a observagdo da
presenca de osteoblastos, além de ostedcitos. Foi observada a continua diminuicdo da
atividade dos osteoblastos. Aspectos de osso neoformado foram observados aos 120 dias,
com estrutura pouco notavel, caracterizada, pela observagdo da presenca de ostedcitos, mas
sem caracteristicas de proliferagdo e atividade osteoblastica. Nas regiGes centrais, ndo se
observou a presenca de nucleos de mineralizagdo intensos, mas muitos discretos. Aos 15
dias, na regido central do defeito, notou-se a presenca de tecido conjuntivo frouxo, com
bastante neoformacdo de capilares sanguineos e com a atividade proliferativa de células
fusiformes. Aos 45 dias, a mesma regido central do defeito apresentou-se cheia de tecido

conjuntivo denso, cuja espessura foi muito menor do que a espessura das margens 0sseas
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proximais ao defeito e com uma pequena formacdo vascular, o que predominou nas
proximidades das bordas 0sseas. Caracteristicas foram observadas mais nitidas aos 120 dias,
com formacdo e presenca de um tecido conjuntivo denso e com pouca vascularizagao
formada. O tecido conjuntivo formado no local ocupou toda a extensdo do defeito e
manteve-se com uma espessura bastante inferior & da espessura do 0sso antigo®. Foi notada
a presenca de um infiltrado inflamatério mononuclear e difuso, porém com reducao

continua ao longo dos pontos biolégicos, respectivamente aos 15, 45 e 120 dias.

A - Centro; B- Borda GEDV 15d

Figura 15 - GEDV 15 dias. A - centro do defeito: TCF ao longo do defeito e veia central (VS). B — Matriz
osteoide neoformada (MON), espessura quando localizada proxima a borda 6ssea, ostedcitos no 0sso
remanescente e vasos sanguineos (VS). Coloracdo: H&E.

1 Adaptado de Carvalho, 2010.
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A - Centro; B- Borda GEDV 45d

Figura 16 — GEDV 45 dias. A — Centro do defeito: via central (VC) matriz osteoide e ocupagdo linear de tecido
conjuntivo fibroso (TCF). B — borda éssea (BO), matriz osteoide neoformada (MON) restrita a borda, tecido
conjuntivo (TC). Coloracdo: H&E.

5.1.3 Grupo experimental ondas vibratorias (GEOV) (Figuras 17-22)

Aos 15 dias, nas bordas do defeito, foi observada neoformacdo déssea reparativa
reacional, com a borda inferior em bisel mais inclinado. No centro do defeito, foi observado

tecido conjuntivo frouxo, algumas vezes adelgacado, permeado por areas de hemorragia
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com edema. Observou-se neoformacdo de matriz ostedide em direcéo centripeta em relacéo
ao defeito, aproximadamente em 1/5 da extensdo do defeito, assim como focos de
neoformacdo e matriz ostedide ao longo do defeito. Foram encontradas extensas areas de
hemorragia antiga, as quais sdo mais evidentes nas por¢des mais periféricas. A observagio
de hemorragia era menor em extensdo e menos evidente em &reas nas quais acontecia
neoformacdo de matriz ostedide. Verificou-se infiltrado inflamatério mononuclear e edema
discreto no intersticio, e tendéncia ao adensamento de células mesenquimais fusiformes com
deposicao de fibras colagenas, fibroblastos ativos. Notou-se, ainda, inflamag&o cronica com
pequena quantidade de linfécitos. Identificaram-se 0s osteoblastos alinhados e ativos,
caracterizados a de matriz. Os ostedcitos foram identificados e apresentaram-se com a

caracteristica de menor atividade.

Aos 45 dias, observou-se que a neoformagao 6ssea ocupou mais de 80% de extenséo
do defeito. O fechamento do defeito, em extensdo, de uma borda a outra, se manteve com
uma espessura delgada. N&o foram evidenciados sinais de hemorragia antiga e sinais

flogisticos. Em algumas areas, foi visualizada a formacdo de medula dssea.

Aos 120 dias, notou-se que a neoformacéo 6ssea estava presente em cerca de 80% da
extensdo do defeito e com progressdo em relacdo ao grupo de 45 dias. A espessura da
neoformacdo dssea demonstrou-se diminuida & medida que se observaram as regides mais

centrais do defeito.
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Centro GEOV 15d

Figura 17 — GEQOV 15 dias. A — Centro do defeito: veia central (VC); células fusiformes (CF). Coloragdo: H&E.
B — tecido conjuntivo: vasos sanguineos (VS), células inflamatérias. Coloracdo: Tricrdmico Masson Goldner
(TMG).
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Borda GEOV 15d

Figura 18 — GEOV 15 dias. A e B — Borda 6ssea (BO) e matriz osteoide neoformada (MON) ao longo do
defeito e em maior espessura quando localizada préximo a borda 6ssea: tecido conjuntivo (TC) com presenca de
vaso sanguineo (VS); medula dssea (MO) no osso remanescente. Coloragfes: H&E e PIFG respectivamente.
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Centro GEOV 45d

Figura 19 — GEOV 45 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC) com presenca de sangue na luz; matriz
osteoide neoformada (MON); fibroblastos e tecido conjuntivo (TC). Coloragdes: H&E e PIFG, respectivamente.

8 t\?
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Borda GEOV 45d

Figura 20 — GEOV 45 dias. A e B — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) em toda extensdo
linear do defeito com maior espessura proximal a BO; osteécito (OC) e lamelas concéntricas no 0sso
remanescente. ColoragBes: PIFG e H&E, respectivamente.
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Borda GEOV 120d

Figura 21 — GEOV 120dias. A, B e C — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) em toda
extensdo linear do defeito com maior espessura proximal a BO em diregdo centripeta. Manutencéo de VS com
sangue na luz. Tecido conjuntivo fibroso em permeio a matriz osteoide neoformada (MON). Coloragdes: H&E,
PIFG e TMG, respectivamente.
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Centro GEOV 120d

Figura 22 — GEOV 120dias. A, B e C — Centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON); VC com sangue
na luz; tecido conjuntivo fibroso em permeio & matriz osteoide neoformada (MON); TC adjacente & dura-méter.
Coloragdes: H&E, PIFG e TMG, respectivamente.
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5.1.4 Grupo experimental ranelato de estroncio (GERE) (Figuras 23-28)

Em estudo prévio (BARRETO, 2011) e em condi¢des similares as do presente
estudo, observou-se, no GERE, a neoformacdo Ossea reparativa de matriz osteoide,
identificada nos pontos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias. Entretanto, ela se manteve proximal
as bordas 6sseas do defeito?. Em regi6es mais centrais do defeito, verificou-se que houve
também neoformacdo de matriz osteoide. Essa ocupacdo da &rea reparada por matriz
ostedide foi muito restrita. O tecido conjuntivo fibroso foi identificado, e suas fibras
colagénicas mantiveram-se em um padrdo mais ordenado. Foi evidenciada a presenca de
discretos e poucos septos fibrosos. Células fusiformes com aspectos de plena atividade
foram identificadas. As caracteristicas de inflamacéo foram notadas, tais como a presenca
de edema em é&reas proximais ao retalho do defeito. Proximo a essas zonas, foi observado
tecido conjuntivo frouxo. As fibras colagenas que preenchiam tais zonas se mantinham
afastadas e desordenadas. A formagdo de novos vasos foi discreta. Essa neoformagéo foi
caracterizada pela evidéncia de endoteliocitos no interior dos vasos. Aos 45 e 120 dias,
notou-se uma diminuicéo da agdo dos osteoblastos. O tecido conjuntivo denso apresentou-se
mais estruturado e com suas fibras coladgenas organizadas na dire¢do linear do defeito. Os
fibroblastos apresentaram, nesses pontos bioldgicos, uma organizagdo em paralelo e a
manutencdo do seu padrdo fusiforme. N&o houve aumento na neoformacdo de vasos
sanguineos, mas a manutencdo daqueles formados aos 15 dias. Houve uma diminuicdo
continua e progressiva nos pontos bioldgicos de 45 e 120 dias do infiltrado inflamatorio

mononuclear difuso.

2 Adaptado de Barreto et al. (2011).



GERE 15D Borda

Figura 23 — GERE 15 dias, A e B — Borda dssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) restrita a BO;
ostedcito no 0sso remanescente. Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.
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GERE 15 D Centro
Figura 24 — GERE 15 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC); células inflamatdrias e tecido
conjuntivo desorganizado. Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.
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GERE 45 D Borda

Figura 25 — GERE 45 dias. A e B — Borda 6ssea (BO); matriz osteoide neoformada (MON) restrita a BO;
TCF de permeio a MON; ostedcito no 0sso remanescente; tecido conjuntivo desorganizado. Colorages: H&E,
TMG, respectivamente.
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GERE 45 D Centro

Figura 26 — GERE 45 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (\VC); tecido conjuntivo desorganizado;
células inflamatérias. Coloragdes: H&E, TMG, respectivamente.
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GERE 120 D Borda

Figura 27 — GERE 120 dias. A e B — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) restrita a BO e
espessura diminuida; ostedcito. Coloragdes: H&E, TMG e PIFG, respectivamente.
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GERE 120 D Centro

Figura 28 — GERE 120 dias. A, B e C — Centro do defeito (BO): veia central (VC) com sangue na luz no
centro do defeito; células inflamatdrias e tecido conjuntivo desorganizado. Colorag8es: H&E, TMG, PIFG,
respectivamente.
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5.1.5 Grupo experimental ondas vibratérias e ranelato de estroncio (GEOVRE) (Figuras 29-
32)

Nas bordas do defeito, aos 15 dias, deste grupo experimental, foram observadas
caracteristicas morfolégicas compativeis com uma reacdo inflamatéria maior. Além de
neoformacdo reparativa reacional, a neoformacdo da matriz osteoide estava distribuida
centripetamente e com indicios minimos de moderada inflamagdo crénica mononuclear.
Nesse mesmo ponto biolégico, notou-se discreto edema. No centro do defeito,
identificaram-se areas de hemorragia antiga. Foi observada também uma quantidade de

neoformagé&o vascular.

Aos 45 dias, em toda a extensdo do defeito, foi observada a producéo de matriz
osteoide. E importante salientar que houve uma ocupagio da matriz osteoide entre 60 a 90%
da extensdo de todo o defeito, mas o reparo apresentou uma espessura muitissimo delgada,

resultado muito aquém do tecido 6sseo remanescente.

Nas bordas do defeito, aos 120 dias desse grupo experimental, foram observadas
caracteristicas morfoldgicas muito similares as identificados e descritas anteriormente no
ponto bioldgico de 45 dias. Portanto, ndo houve progresséo para o fechamento completo do

defeito 6sseo critico.
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Centro e Borda GEOVRE 15d

Figura 29 — GEOVRE 15 dias. A e B — Centro do defeito e borda déssea (BO): veia central (VC) com sangue na
luz no centro do defeito; matriz osteoide neoformada (MON) restrita a BO; TCF de permeio a MON; ostedcito
no osso remanescente; células inflamatérias e tecido conjuntivo desorganizado. Coloragdo: H&E.

H&E
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Centro e Borda GEOVRE 45d

Figura 30 - GEOVRE 45 dias. A e B — Centro do defeito e borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada
(MON) ocupando toda a extensdo linear do defeito em diregéo centripeta, espessura diminuida; TCF de permeio
a MON; TC adjacente ao retalho; septo fibroso proximal a BO; ostedcito no 0sso remanescente e no tecido 6sseo

mineralizado; poucas células inflamatérias e tecido conjuntivo desorganizado. Coloragéo: H&E.
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Borda GEOVRE 120d

Figura 31 — GEOVRE 45 dias. A, B e C — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) ocupando
toda a extensdo linear do defeito em direcéo centripeta, espessura diminuida; TC adjacente ao retalho; osteécito
no 0sso remanescente. Coloragdes: H&E, TMG e PIFG, respectivamente.
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Centro GEOVRE 120d

Figura 32 - GEOVRE 45 dias. A, B e C — Centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON) em toda a
extensdo linear do defeito, espessura muito diminuida; TCF adjacente ao retalho. Coloragbes: H&E, TMG e
PIFG, respectivamente.
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5.1.6 Grupo experimental ondas vibratorias e hidroxiapatita alginato (GEOVHA) (Figuras
33-42)

Nas bordas do defeito, aos 15 dias, foram observadas caracteristicas morfoldgicas
parecidas com as identificadas no GEHARE, em comparacdo & formacdo Ossea reparativa
reacional, a qual permaneceu mais restrita as bordas e com a presenca de osteoblastos ativos.
Padrdo basofilico. Notou-se o defeito completamente ocupado pelo biomaterial. Aos 15 dias,
identificou-se também que as microesferas de hidroxiapatita de célcio e alginato foram
observadas acumuladas no centro do defeito, em vérias camadas. Tecido conjuntivo frouxo
foi observado aos 15 dias, proximo & regido central, quando foi observada a presenca de
biomateriais permeados por esse mesmo tecido. Nesse local, as fibras colagenas
apresentavam-se com orientacdes do TCD diversas. A presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear distribuido de forma difusa no intersticio foi identificada aos 15 dias. Notou-se
a proliferacdo de células endoteliais linfocitarias e macr6fagos espumosos em atividade
fagocitaria. Foi observado que algumas areas do defeito se apresentavam com um aspecto de
um estroma frouxo, que se caracteriza pela presenca de discreto edema. A intensa formagéao
neovascular e a proliferacéo de células fusiformes foram observadas. O estroma, antes muito
mais frouxo, aos 15 dias encontra-se mais adensado, com média ocupacdo e presenca de
células fusiformes. Aos 15 dias, ndo foi notada intensa migracdo celular para o interior do
biomaterial, havendo a formacéo de finas camadas concéntricas em torno das microesferas.
Notou-se a presenca de septos fibrosos de permeio entre o material particulado. Cada
microesfera apresentava-se como um componente particulado ndo homogéneo, mas
parcialmente fragmentado, pouco integro. Algumas vezes, o aspecto basofilico, foi
observado em fungdo da manutengéo do formato de microesferas. Com muita frequéncia, foi
observado o deslocamento do biomaterial encapsulado. Observou-se ainda reagdo
granulomatosa com células gigantes multinucleadas. Exsudato fibrinolitico leucocitario em
alguns casos caracterizou areas de abscesso e substancia purulenta.

A neoformacdo Ossea, aos 45 dias, também se ampliou para as extremidades do
defeito, sendo muito mais observada nas bordas do que na regiéo central. A intensidade foi
menor na proximidade da veia central. As bordas Osseas demonstraram-se estaveis,
observando-se mais formag&o dssea. O 0sso neoformado apresentava, nesse ponto biolégico,
caracteristica de osso lamelar. Aos 45 dias, a matriz osteoide circundou toda a extensdo e a
profundidade do defeito. Dentre as células mesenquimais, notaram-se muitos macrdfagos de

aspecto espumoso. Nessas areas, foram observados fragmentos do biomaterial particulado,
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compativel com sua catabolizacdo. Identificou-se a presenca de macréfagos isolados e
agrupados, que formavam a reagdo granulomatosa. Nesse mesmo ponto biolégico, foi notada
grande quantidade de capilares. Aos 45 dias, o processo inflamatdrio permaneceu acentuado,
com grande formacdo de capilares em toda a extensdo do defeito e denso infiltrado
mononuclear. Aos 45 dias, notou-se mais evidente a presenca de fibras colagenas
concéntricas, e observou-se a formacdo de uma capsula em torno do biomaterial, em maior
nimero de camadas e com padrdo de espessura maior do que a observada aos 15 dias. Os
septos fibrosos mais espessos foram identificados.

Osso recém-formado foi observado nos pontos bioldgicos de 45 e 120 dias (esse
ultimo descrito a seguir), com evidéncias da presenca de ostedcitos. Nesses pontos bioldgicos,
0 defeito se encontrava todo preenchido com as microesferas de hidroxiapatita, e foi notada a
neoformacgdo Ossea reparativa nas margens do defeito, que se estendia a regido central, onde
se observou a presenca de osteoblastos e ostedcitos.

Aos 120 dias, observou-se uma reducdo do edema, resultando na formagdo de um
estroma mais denso e celuloso, com muitos espagos capilares luminares sem, no entanto,
haver formagéo de novos vasos. Uma redugéo do espaco entre as microesferas foi identificada
e atribuida a diminuicdo do edema. Uma reacdo granulomatosa, constituida por macrofagos e
poucas células gigantes multinucleadas, foi notada, circunscrita ao contorno das microesferas.
O tecido conjuntivo frouxo e o tecido conjuntivo denso foram identificados na periferia e no
centro, respectivamente. Foi identificada a formacdo de matriz osteoide que ndo permite a
constituicdo de fibrose. Uma fina fibrose foi precedida de uma reagdo granulomatosa.
Puderam ser observadas algumas areas de intensa hemorragia e pontos de abscessos. Aos 120
dias, observou-se uma diminui¢do no processo inflamatério, com reacdo granulomatosa em
menor evidéncia. Na periferia, observaram-se delgados septos fibrosos com dire¢do centripeta
e a presenca de células fusiformes de permeio as particulas fragmentadas do biomaterial. Vale
ressaltar que, nesse ponto biolégico, houve acentuacdo de alguns aspectos, tais como:
fragmentacdo mais acentuada do biomaterial e maior producéo de matriz osteoide e de tecido
6sseo neoformado. Aos 120 dias, a formacdo capsular, com fibrose concéntrica em torno das
microesferas, torna-se mais espessa, com a presenca de muitas células fusiformes. A auséncia
de coesdo entre as particulas de cada microesfera foi ainda mais evidente aos 120 dias, ndo
somente na regido periférica mas também préxima a veia central, embora, nessa Ultima, com

menor intensidade.



Borda GEOVHA 15d

Figura 33 - GEOVHA 15 dias. A e B — Borda 6ssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) em toda a
extensdo do defeito, maior espessura do reparo, proximal a BO; HAAIg preenchendo o defeito 6sseo.
Coloracéo: HE.
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Borda GEOVHA 15d

Figura 34 — GEOVHA 15 dias. A e B — Borda 6ssea: presenca de matriz osteoide neoformada (MON),
proximal as bordas 6sseas (BO); célula gigante (CG) e infiltrado inflamatdrio difuso; tecido conjuntivo fibroso
(TCF) de permeio ao biomaterial, a HAAlg (HAAIg); defeito 6sseo ocupado por HAALg. Coloracdo: T.M.G.




Borda GEOVHA 15d

Figura 35 - GEOVHA 15 dias. A, B e C — Borda dssea (BO): matriz osteoide neoformada (MON) reparativa,
proximal a BO; tecido conjuntivo fibroso (TCF) de permeio a HAAIg fragmentada; vasos sanguineos (VS);
TC adjacente ao retalho. Coloragdo: PIFG.
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Centro GEOVHA 15d

Figura 36 —- GEOVHA 15 dias. A e B — Centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON), espessura
compativel em profundidade e extensdo ao osso remanescente; veia central (VC); tecido conjuntivo fibroso
(TCF) de permeio a HAAIg fragmentada; células gigantes (CG); vasos sanguineos (VS). Coloracdo: HE.
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Centro GEOVHA 15d

— Centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON), espessura

Figura 37 - GEOVHA 15 dias. Ae B
similar ao remanescente; tecido conjuntivo fibroso (TCF) de permeio a HAAIg fragmentada; células gigantes

TMG.

(VS). Coloragéo:

Vasos sanguineos

orias;

células inflamat

(CG);




Centro GEOVHA 15d

Figura 38 - GEOVHA 15 dias. A e B — Centro do defeito: veia central (VC); matriz osteoide neoformada
(MON) reparativa; defeito preenchido por HAAIg fragmentada; TCF circundando o biomaterial. Colorag&o:
PIFG.
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Borda GEOVHA 45d

Figura 39 — GEOVHA 45 dias. A, B e C— Borda 6ssea (BO): presenca de matriz osteoide neoformada
(MON) reacional, proximal a BO e em toda a extensdo do defeito em direcéo centripeta; TCF de permeio a
HAALg; HAAIg preenche todo o defeito dsseo; ostedcitos (OC) no tecido 6sseo mineralizado remanescente.
Coloragoes: HE, PIFG e TMG, respectivamente.
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Centro GEOVHA 45d

Figura 40 — GEOVHA 45 dias. A, B e C — Centro do defeito: veia central (VC); presenca de matriz osteoide

(MON) reparativa em toda a extensédo do defeito; células mesenquimais (macréfagos de aspecto espumoso);

tecido conjuntivo fibroso adjacente a HAAIlg fragmentada; septos fibrosos (SF). Coloragdes: H&E, TMG e
PIFG, respectivamente.
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Borda GEOVHA 120d

Figura 41 — GEOVHA 45 dias. A, B e C — Centro: presenca de matriz osteoide reparativa (MON) em toda a
extensdo do defeito; TCF de permeio ao biomaterial; HAAHIg osteointegrada a matriz neoformada; zonas com
ostedcitos (OC) no 0sso remanescente; TC proximal a area do retalho. Coloragdes: H&E, TMG e PIG,
respectivamente.
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Centro GEOVHA 120d

Figura 42 — GEVHA 120 dias. A, B e C — Matriz osteoide neoformada (MON) nas proximidades da borda 6ssea
(BO) e ocupando toda a extensdo e profundidade do defeito: tecido conjuntivo fibroso de permeio a HAAIg.
Coloragdes H&E, TMG e PIFG, respectivamente.
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5.1.7 Grupo experimental hidroxiapatita alginato e ranelato de estroncio (GEHARE)
(Figuras 43-45)

Nas bordas dsseas, aos 15 dias, a neoformacdo Gssea reparativa reacional foi restrita a
essa regido. A regido do defeito critico, aos 15dias, estava preenchida pelas microesferas
fragmentadas e ocupava toda a sua extensdo. Essas microesferas estavam circundadas por
tecido conjuntivo denso edemaciado. Notaram-se células fusiformes em proliferacdo, células
gigantes e macrdfagos. ldentificou-se que as fibras de colageno estavam mais densas e
distribuidas paralelamente, com proliferacdo de fibroblastos e maior ordenamento do tecido
de granulag&o. Em outras zonas do reparo, os fragmentos foram notados com pequenos septos
no interior das microesferas fragmentadas. Na regido central e nas areas proximas ao retalho
cutdneo, o tecido conjuntivo foi evidenciado mais frouxo. Algumas é&reas do defeito
apresentavam-se edemaciadas, resultando na formagdo de um estroma de aspecto frouxo.
Notou-se, em algumas zonas do defeito, que havia inflamagdo aguda, com presenca dos
polimorfonucleares. Foi evidenciada grande reacdo inflamatéria granulomatosa cronica, aos
15 dias, com presencga de células mononucleares — os linfdcitos, células gigantes na regido
proximal & borda dssea de permeio aos fragmentos do biomaterial. Na regido periférica,
proxima a borda 6ssea, observou-se a proliferacdo de células fusiformes, os fibroblastos, e
fibras colagenas. No centro do defeito, mais proximo a regido do retalho, observaram-se
exsudado fibrinoleucocitario e numerosas células da inflamacdo aguda, as células
polimorfonucleares. Proximo a dura-méter, aos 15 dias, havia um tecido de granulacdo
organizado e com muitos capilares sanguineos em toda a extensdo do defeito. Mas ndo se
observou, nos demais pontos biolégicos (45 e 120 dias), a neoformacdo vascular, embora
houvesse vasos capilares sanguineos residentes e estaveis.

Aos 45 dias, o tecido mineralizado foi observado circunscrito aos vasos sanguineos e
proximais & borda. Nesse local, evidenciaram-se ostedcitos ativos. Nesse mesmo ponto
bioldgico, a matriz osteoide ocupou cerca de um terco do defeito. A espessura do reparo foi
menor em comparacdo ao 0sso remanescente nas bordas 6sseas do defeito. Fragmentos do
biomaterial foram observados circundados pela matriz osteoide. Aos 45 dias, o biomaterial foi
observado muito mais microparticulado do que aos 15 dias. Entre o biomaterial fragmentado
notou-se, de permeio, locais com matriz osteoide e tecido conjuntivo frouxo. O tecido
conjuntivo foi notado mais adensado e espesso ao redor do biomaterial fragmentado,
formando uma cépsula fibrosa, com a evidéncia de delgados septos fibrosos em direcdo ao

centro. A reacdo inflamatdria cronica granulomatosa foi maior, em extensdo, aos 45 dias.
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Evidenciou-se a presenca de células gigantes multinucleares, macrofagos e alguns linfocitos
ocasionalmente distribuidos.

O tecido mineralizado, aos 120 dias, foi observado com éareas de matriz osteoide e
areas com um padrdo de deposicdo em lamelas concéntricas. Tal tecido mineralizado
manteve-se circunscrito pelos fragmentos do biomaterial. Na periferia, em algumas &reas,
observaram-se osteoblastos ativos. O tecido conjuntivo denso, aos 120 dias, era repleto em
fibras coldgenas entre os fragmentos do biomaterial, e o tecido conjuntivo frouxo, na area
do retalho cutdneo. A inflamacdo, aos 120 dias, foi discreta, com poucos acumulos de
linfocitos na area proximal a dura-mater e & borda 6ssea. A inflamagéo cronica foi notada
com a racdo granulomatosa, a qual foi sequida por uma delgada fibrose. Aos 120 dias, essa
formacdo capsular, com fibrose em torno das microesferas, tornou-se mais espessa, com
presenca de células fusiformes. Aos 120 dias, observou-se a diminuicdo do edema,
resultando na formagdo de um estroma mais denso e com maior celularidade, e alguns

espacos capilares luminares, mas sem a neoformagéao de vasos.
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Borda e Centro GEHARE 15d

Figura 43 - GEHARE 15 dias. A e B — Borda e centro do defeito: veia central (VS). matriz osteoide neoformada
(MON) em direcdo centripeta; células inflamatérias; tecido conjuntivo fibroso de permeio a HAAIg
fragmentada; septos fibrosos dentro da microesfera de HAAIlg. Coloragdo: H&E.
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Borda e Centro GEHARE 45d

Figura 44 — GEHARE 45 dias. A e B — Borda e centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON) em
direcdo centripeta. células inflamatérias; tecido conjuntivo fibroso de permeio a HAAIg fragmentada; septos
fibrosos dentro da microesfera de HAAIg; macr6fagos espumosos e células fusiformes. Coloragdo: H&E.




98

Borda e Centro GEHARE 120d

Figura 45 - GEHARE 120 dias. A e B — Borda e centro do defeito: matriz osteoide neoformada (MON) em
direcdo centripeta; células inflamatérias; tecido conjuntivo fibroso de permeio 8 HAAIg fragmentada; ostedcitos
no tecido 6sseo remanescente; TC proximal ao retalho. ColoragBes: H&E e TMG, respectivamente.
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5. 2 ANALISE DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DOS ELEMENTOS CALCIO E
ESTRONCIO

5. 2.1 Anélise das concentragdes de Calcio e Estroncio (Sr) no Plasma do GEHARE e
GEOVRE

As concentragBes plasmaticas de calcio e estroncio foram obtidas por meio da
espectrometria de absorgdo atbmica com chama e de absorgédo atdmica com forno de grafite,
respectivamente, e mensuradas em mg/L. Quando comparados grupos de 15 e 45 dias pos-
cirurgia, observa-se que ndo ha diferenca nas concentragBes plasméticas de ambos os
elementos quimicos. Porém existe uma diferenca significativa entre ratos tratados com
Estroncio 120 dias apds a cirurgia, se comparados aos ratos que sofreram administracéo de
Calcio, em ambas as condi¢des de tratamento. Especificamente, o Gréfico 4 (A) mostra as
medias dos valores relativos & concentragdo de Célcio (ca) e Estroncio (Sr), na situacéo
GEHARE, e Gréfico 4 (B), na condicdo GEOVRE.
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Grafico 4 — Andlise das concentracdes de calcio e estrdncio (Sr) no plasma
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As concentragdes de calcio e estrbncio sdo equivalentes entre grupos avaliados
separadamente (A e B) em 15 e 45 dias pos-cirurgia. Aos 120 dias pos-cirurgia, ha diferenca
significativa entre sujeitos tratados com estréncio, se comparados aos tratados com célcio em
ambas as condigdes (A e B). P< 0.0002, teste de Mann-Whitney para n = 5 ratos em cada
periodo e de cada condicdo experimental.

O grafico representa as concentragdes plasmaticas de Sr+2 e Ca+2 entre 0s grupos, nos
tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias. Ao comparar as concentracbes plasmaticas do
estroncio entre os grupos, no tempo biolégico de 15 dias, observou-se que os resultados
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obtidos quanto & comparacdo das concentragdes plasmaticas de Sr+2, no tempo biolégico de
15 dias foi superior as concentragfes de calcio no mesmo ponto biolégico. Foi possivel
determinar que, no tempo biolégico de 15 dias, em todos 0s grupos, as concentracdes
plasméticas de estroncio aumentaram, quando comparadas as do grupo de controle. Os teores
de Sr+2 encontrados nos grupos tratados com a utilizacdo do farmaco ranelato de estroncio

foram maiores.

COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CALCIO ENTRE
0OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 15 DIAS

Identificaram-se, no gréfico acima, os resultados obtidos quanto & comparacéo das
concentragdes plasmaticas de Ca*?, no tempo biolégico de 15 dias. Foi possivel notar que, no
tempo bioldgico de 15 dias, em todos os grupos, as concentracdes plasmaticas de Ca*? foram

diminuidas.

COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DO ESTRONCIO
ENTRE OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 45 DIAS

Quanto & comparagdo das concentragdes plasmaticas de Sr*?, no tempo biolégico de
45 dias, notou-se que, no tempo biolégico de 45 dias, em todos 0s grupos, que as

concentragdes plasmaticas de Sr* estavam aumentadas.

COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DO CALCIO ENTRE
0OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 45 DIAS

Quanto & comparagéo das concentracdes plasmaticas de Ca*?, no tempo biolégico de
45 dias, observou-se, em todos 0s grupos, que as concentracdes plasmaticas de Ca'? estavam

diminuidas.

COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DO ESTRONCIO
ENTRE OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 120 DIAS

O grafico demonstra também os resultados obtidos quanto a comparagdo das

concentracBes plasmaéticas de Sr*?, no tempo biolégico de 120 dias. Notou-se que, no ponto
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bioldgico de 120 dias, em todos 0s grupos, as concentracbes plasmaticas de Sr+2 estavam,

extremamente, aumentadas.

COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DO CALCIO ENTRE
OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 120 DIAS

No gréfico, é possivel observar os resultados obtidos quanto a comparagdo das
concentracBes plasméticas de Ca*?, no tempo biolégico de 120 dias. Notou-se que, nesse

tempo, em todos 0s grupos, as concentracdes plasmaticas de Ca™ se apresentaram diminuidas.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo experimental, pesquisou-se a influéncia das ondas vibratorias obtidas do
equipamento Juvent®, do farmaco ranelato de estroncio e do implante de biomaterial na
regeneracao de defeitos dsseos criticos.

Nesta pesquisa, as condi¢Oes experimentais basearam-se na adocéo de medidas para o
tratamento sistémico ou local. As terapéuticas consistiram na utilizagdo de procedimentos
como mobilizagbes passivas precoces e cinesioterapia ativa, bem como utilizacdo de
farmacos ou implante de biomaterial no local do defeito dsseo. O entendimento sobre as
possiveis contribuicBes dessas terapéuticas experimentais é necessario para ampliar as
perspectivas sobre o emprego de inovacdes biotecnoldgicas para o reparo de defeito dsseo
critico.

Essas estratégias terapéuticas foram utilizadas, experimentalmente, no GOSDPO,
GEDCPO, GEOV, GEOVRE, GEOVHA. De acordo com o padréo de reparo tecidual dsseo,
observaram-se, nos grupos de controle, resultados morfoldgicos semelhantes aos descritos por
outros autores (BARRETO, 2011; CAMPQOS, 2012; CARVALHO, 2010; ROLIM, 2013).
Nesse grupo controle, em toda a extensdo linear do defeito, houve o preenchimento da area
por um tecido conjuntivo frouxo, e, por outro lado, houve a neoformacgdo de matriz osteoide
restrita as bordas do defeito em todos os pontos bioldgicos. Infere-se que, em um defeito com
grandes dimensdes, necessita-se de um arcabouco que possa produzir, no local, condi¢des
adequadas a sintese de fatores morfogenéticos e a migracéo celular, dentre outros.

Em outras estratégias de terapéuticas experimentais deste estudo, o padréo de resposta
tecidual no GEOVHA foi caracterizado pela neoformagao vascular. Esses vasos neoformados
foram encontrados proximais ao biomaterial implantado, a HAAIg. A permanéncia desses
vasos foi observada em todos os pontos bioldgicos. Nesse mesmo grupo, a celularidade local
estava aumentada. A matriz osteoide neoformada ocupou toda a area do defeito, e essa
ocupacdo foi caracterizada por um incremento ndo somente em profundidade, mas também na
espessura da deposicao de matriz osteoide reparativa no recente reparo. Tal caracteristica, no
padrdo de reparo desse grupo, possibilitou inferir que o preenchimento do defeito de grandes
dimensdes pelo biomaterial reestabelece o volume. As propriedades do bioenxerto implantado
no sitio da lesdo desse grupo foram importantes para a obtencdo de uma melhor resposta
tecidual, quando comparada & dos grupos de controle. Esses resultados s&o similares aos de

outros estudos, nos quais se observou que o implante de biomaterial no defeito critico
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promoveu e restabeleceu a funcionalidade e a forma da regido lesionada (MEROLLI;
THOMAS, 2009; SIKAVITSAS TEMENOFF; MIKOS, 2001; SOLTAN; SMILER; CHOI,
2009). Salienta-se que o beneficio do implante da HAAIg no defeito critico no GEOVHA
experimental foi o de preencher o defeito, servir de arcabougo e promover osteoindugéo e
osteoconducdo, fatores essenciais & angiogénese e 0 consequente reparo.

As caracteristicas da resposta tecidual observadas no GEOV revelaram a presenga de
neoformacdo de matriz osteoide reparativa reacional nos pontos bioldgicos estudados, restrita
as bordas 6sseas no GEOV. E conhecido que, na etapa cirdrgica, durante a criagio do defeito,
pode haver sangramento em menor ou maior intensidade. No grupo GEQV, é possivel que a
aplicacdo de ondas vibratorias tenha aumentado a modulagdo de fatores relacionados ao
controle do sangramento e a estabilizagdo do coagulo formado no interior do defeito. Esse
mecanismo pode ser explicado pela ampliacdo das forcas de tensdo biomecéanica necessérias
para o alinhamento das fibras de colageno e o recrutamento de células responsaveis pela
reabsor¢do e remodelacdo Ossea. Essa resposta de neoformacgdo Ossea é similar aquelas
obtidas em outros estudos, mas vale salientar que em defeitos 6sseos ndo criticos (AUER et
al., 2007; GUSMAO et al., 2009; TALISH, 2006; KLENKE, 2008). Este padrio de reposta
tecidual foi reproduzido em nossos experimentos, mas em defeito de dimensdes criticas.
Nesse grupo, observou-se o reparo 6sseo em toda a extensdo do defeito 6sseo critico. Infere-
se que o padréo de defeito 6sseo com grandes dimensdes pode ser tratado com a aplicagéo de
ondas vibratdrias com algum beneficio. Entretanto, a profundidade e a espessura do reparo
constituido por matriz osteoide neoformada reparativa foram muito inferiores quando
comparadas as do 0sso remanescente. As forgas de tensdo biomecénica sdo essenciais para o
alinhamento das fibrilas de coldgeno (FRANKEL, 2005), a organizagdo da matriz osteoide
neoformada e, posteriormente, a sistematizacdo do padrdo lamelar concéntrico (WALSH,
2006). Mas, situacbes de reparo de defeito 0Osseo critico caracterizam-se pela ndo
possibilidade de reparo espontaneo, em funcéo de sua grande dimensdo (CAMPOS, 2012).
Tais fatos, provavelmente, possibilitaram a neoformagao osteoide reparativa ja aos 15 dias e a
melhora dos resultados nos pontos biol6gicos subsequentes.

A outra possibilidade de terapéutica sistémica examinada neste estudo foi a utilizagéo
de farmacos como o ranelato de estréncio, uma droga que previne e controla a osteoporose
(WANG, 2008). Neste estudo, foi realizada a associagcdo de ondas, através da plataforma
vibratoria, e a administracdo enteral do farmaco ranelato de estréncio. Entretanto, quando

observado o efeito da aplicagdo de ondas vibratdrias e do ranelato de estroncio, notou-se que
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0 reparo 0sseo, em toda a extensdo linear do defeito, foi muito inferior, quando comparado ao
do GEOV.

Acredita-se que o potencial osteogénico da terapéutica combinada de aplicacdo de
ondas vibratérias e a administracdo do farmaco no GEOVRE foram influenciados por
mecanismos que promovem uma intensa reabsorcdo dssea. Apesar de ndo muito conhecido, 0
mecanismo de acdo desse medicamento consiste em agir através da inibicdo da linhagem
celular éssea: os pré-osteoclastos e os osteoclastos (MARIE, 2001; SHARAN et al., 2008; LI
et al., 2009; HALBOUT,2010). A administracdo do ranelato de estroncio promove modulacéo
do receptor extracelular célcio-dependente, regulada por uma proteina: a osteoprotegerina (LI
et al., 2010). Acredita-se que, neste estudo, as ondas vibratorias na dosimetria aplicada
interfiram na atividade celular osteoclastica. Alguns pesquisadores demonstraram que a dose
é dependente nos casos de defeitos ndo criticos e processos osteopénicos, ou quando a
osteoporose ja se instalou (FONSECA, 2008). Neste estudo, é provavel que a dose de ondas
vibratérias estabelecida pelo protocolo e aplicadas no rato tenha potencializado o efeito da
remodelagio Gssea. E aceitavel que a combinagéo da terapéutica sistémica com o ranelato de
estrdncio e as ondas vibratorias, culminou numa exacerbagdo da remodelagdo Gssea e uma
pior resposta ao reparo do defeito dsseo critico em GEOVRE. Outra possibilidade é que a
aplicacdo de ondas terapéuticas com a frequéncia de 60Hz, durante 20 minutos, por 3X, tenha
permitido alteracbes dos niveis de calcio em concentragdes plasmaticas.

As concentragOes plasmaticas dos elementos célcio e estroncio, apds a administracdo
de ranelato de estroncio, foram analisadas nos grupos tratados. Nesses grupos, as
concentragdes plasméticas de calcio estavam aumentadas, e as concentragdes de estroncio
diminuidas. O tecido 6sseo adsorve, aproximadamente, cerca de 80% do estrdncio encontrado
no corpo. Entretanto, o célcio e o estroncio competem pelos mesmos sitios de ligacdo no 0sso
(FROMIGUE, 2009). A adsorcdo do estroncio no tecido Gsseo estd associada as
concentragdes plasmaticas, a oferta desse ion e a atividade de remodelacdo 6ssea (BASURTO
et al., 2009). E conhecido que o efeito anabélico do ion célcio no tecido 6sseo é modulado
pela ligagdo da proteina de ligagdo, a osteoprotegerina, e o incremento deste complexo ligante
ao receptor RANKL (HALBOUT,2010). O estroncio e o célcio apresentam isoformas quimica
e fisioldgica (NASCIMENTO, 2010) e podem disputar o mesmo sitio de ligacdo. Infere-se
que os niveis plasmaticos de estréncio, possivelmente, se apresentaram mais baixos que os de
célcio em virtude de sua grande adsorcdo no tecido 6sseo. Aos 45 e 120 dias, ndo se observou
a formacédo de novos vasos. Infere-se, entdo, que a manutencdo dos espagos vasculares, mas

sem o surgimento de novos vasos, € compativel com a diminuicdo da reagdo inflamatoria vista
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aos 15 dias em todos o0s grupos. A reagdo granulomatosa seguida por zonas de septos fibrosos
aumentou nesses pontos bioldgicos e, principalmente, para 0 GEOVHA. Nesses grupos, com
a implantacdo das microesferas de hidroxiapatita no sitio da lesdo, observou-se uma reacao
granulomatosa, com a presenca de macrofagos e células gigantes multinucleadas
circunjacentes as microesferas do biomaterial. Aos 45 e 120 dias, essa reagdao granulomatosa
foi observada, e notou-se uma reducéo significativa nesses ultimos pontos bioldgicos. Essa
reacdo caracteriza o que se pode chamar de uma reacdo de corpo estranho. Resposta
semelhante foi encontrada em estudos similares, mas ndo em pontos biolégicos superiores a
120 dias (CHANG, 2008).

Em defeitos com o modelo de lesdo ndo critico, o coagulo estavel ndo somente
contribui para a neoformacéo Ossea, mas mantém as condigdes ideais de alinhamento,
proliferacdo, diferenciagdo, migracdo e adeséo celular ao local da lesdo (ALLEN, 2006). No
GEOVHA, observou-se a presenca do biomaterial osteointegrado a matriz osteoide
neoformada, os septos fibrosos circunjacentes aos granulos das microesferas de HAAIg.
Através desses achados, pode-se considerar que a estabilidade do coagulo foi relativamente
mantida, e o biomaterial implantado no sitio do defeito, em todos os grupos implantados, ndo
se deslocou. Em situacbes de defeito GOsseo critico, apesar de as ondas vibratorias
(cinesioterapia) constituirem um recurso sistémico coadjuvante e recente, quando empregadas
isoladamente ndo sdo totalmente satisfatdrias para o reparo do defeito dsseo critico. Na
prevencdo da diminuicdo de densidade mineral 6ssea, muito comum em individuos vitimados
por traumas ortopedicos, por exemplo, seu uso continua necessitando ser melhor
documentado (FRANKEL , 2006). Os efeitos dos farmacos como o ranelato de estréncio e
outros a base de calcio, que sdo comercializados e utilizados em humanos como terapéutica
profildtica e de controle em situacbes de osteoporose, necessitam de mais investigacdes
quanto a seu uso em reparo de defeito dsseo critico.

Outros recursos indicados e utilizados para auxiliar o processo de reconstitui¢éo
tecidual, tais como os substitutos bioldgicos (biomateriais como as microesferas de
hidroxiapatita), sdo utilizados com a finalidade de mimetizar as respostas no local do 0sso
lesionado e com algumas vantagens. Aceleram a atividade organica no microambiente
comprometido de defeitos criticos, nos quais sdo observadas as limitacdes ao reparo
espontaneo, e permitem a diminuicdo do tempo de imobilidade, bem como a alteracéo da
funcdo locomotora. Mas as reacdes ao enxerto ou a um corpo estranho constituem um desafio

para assegurar uma terapéutica sem complicagbes. Essas estratégias terapéuticas (uso de
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ondas vibratorias, ranelato de estroncio e hidroxiapatita), pelos seus efeitos isolados, induzem
a osteogénese. Essa é uma descoberta que, até entdo, era desconhecida na literatura cientifica.

Em medidas para o tratamento sistémico, as terapéuticas consistem na utilizagdo de
procedimentos como as mobilizagbes passivas precoces e a cinesioterapia ativa (AUGAT,
2006). Elas podem ser empregadas em muitas condi¢cbes do 0sso lesionado e visam a
aperfeicoar as forcas de tensdo biomecénica (CHEUNG, 2006), na proximidade do sitio da
lesdo (FENGYUAN, 2006). Esse efeito biomecénico € imprescindivel para o alinhamento das
fibras de colageno, cuja molécula estrutural é secretada pelas células mesenquimais e
fusiformes (LING, 2006; McCLEOD, 2006). Essa matriz colagénica constitui o principal
meio organico e é essencial ao reparo tecidual ésseo (PHILP, 2006). Em situa¢Bes como na
sindrome da imobilidade, em que as mobilizaces precoces e a cinesioterapia ndo séo
possiveis como terapéutica, o reparo 6sseo fica prejudicado (DELECLUSE et al., 2011;
TALISH; CUTTS, 2006; WALSH, 2006). Outra situacéo é aquela na qual o reparo ndo ocorre
de forma esponténea, em virtude da extensdo do defeito. Diante dessas limitagdes, neste
estudo, alguns dos objetivos especificos foram: avaliar o potencial osteogénico no reparo de
defeito dsseo critico através de aplicacdo de ondas vibratorias, administracdo do farmaco
ranelato de estroncio e o implante do biomaterial, HAALg.

Nos grupos em que foram produzidos os defeitos criticos nos animais e realizada a
cinesioterapia, o resultado foi surpreendente, incomum para esse ponto biolégico de
observacdo. A andlise histologica apresentou, no grupo submetido & terapéutica sistémica
através da cinesioterapia, a melhor resposta ao reparo 0sseo, quando comparado ao grupo
submetido & terapéutica com ranelato de estroncio. Notou-se que, no grupo tratado com a
cinesioterapia, a partir da andlise histologica, no centro do defeito, a neoformacéo 06ssea,
caracterizada pelo agregado de células fusiformes proliferativas, migratérias e &reas de
mineralizagdo, obteve uma resposta mais satisfatéria. Em nossos achados, algumas vezes, foi
identificada a presenca de infiltrado inflamatério difuso nos grupos tratados com a plataforma
vibratoria. Mas, apesar do resultado comum, nesse Gltimo, notou-se maior desorganizacdo da
estrutura celular, o que interferia na quantidade e na qualidade da neoformagéo 6ssea. Na
anadlise do grupo submetido a vibragdo, verificaram-se, como evidéncia de processo
inflamat6rio discreto, vasos na periferia das bordas 6sseas e raros fibroblastos de permeio ao
tecido conjuntivo frouxo. Em nossos estudos, a alta frequéncia e o tempo de exposicdo a
terapéutica a que os animais estavam expostos, nos grupos que receberam a aplicacéo de
ondas vibratorias, sdo discutiveis quanto a manutencdo da estabilidade dindmica dos seus

biossistemas celulares. A provével potencializacdo do efeito do ranelato de estrdncio na
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remodelacdo 6ssea, quando associado a aplicacdo das ondas vibratorias, necessita de outros
estudos (BRENAN et al., 2009; BRUYERE et al., 2007).

Em todos esses grupos, a resposta inflamatoria esteve presente. Entretanto, essa
resposta era distinta em cada grupo, inclusive no GEDCPO, utilizado como controle. Nos
grupos de controle, o padréo de resposta inflamatdria consistiu em uma menor observacéo da
presenca de infiltrado mononuclear difuso, zonas de hemorragia e edema bastante discreto.
Infere-se que tais caracteristicas inflamatdrias do grupo de controle podem ser decorrentes da
auséncia de exposigdo desses animais aos bioenxertos, farmacos ou outros. Em outros estudos
semelhantes, os grupos ndo tratados obtiveram uma resposta semelhante (CARVALHO,
2010; ROLIM, 2013). No entanto, a exacerbacéo do padréo de resposta inflamatdria foi muito
mais intensa no GEOVHA, quando comparado aos demais. E possivel que essa diferenca
entre os grupos GEOV, GEOVRE e GEOVHA tenha sido resultante do implante de
biomaterial, a HAALg, no sitio da lesdo. A presenca de vasos sanguineos, de zonas de
inflamacdo granulomatosa e de fragmentacdo continua do biomaterial implantado caracteriza
a reacdo de enxerto. E possivel que esse biomaterial, composto por HAAIg, seja ndo somente
biocompativel, mas possua uma necesséria propriedade para o reparo 0sseo: a possibilidade
de ser osteocondutivo. Estudos demonstraram que tais propriedades sdo essenciais para o
melhor processo regenerativo de tecidos como o 6sseo (ANDERSON; RODRIGUEZ;
CHANG, 2008). Pesquisas recentes indicam que tais substitutos bioldgicos sdo também
necessarios ndo somente pelas propriedades de osteoconducdo, mas pela possibilidade de
contribuir como um arcabougo em situagBes de grandes areas a serem reconstituidas
(AHMED; DARE; HINCKE, 2008).

A reacdo granulomatosa evidenciada nos grupos tratados foi também mais
proeminente naqueles em que os substitutos bioldgicos foram utilizados. E possivel que a
formacdo mais intensa de areas com granulomas, nesses casos, também, tenha sido resultante
do implante do bioenxerto. E conhecido que a ruptura de vasos é acompanhada por
hemorragia e formacdo de tampdo de fibrina. Esse marco caracteriza o inicio de uma
sequencia de eventos que determinam o estado de inflamagdo aguda inicial e a cronica,
subsequente. A neoformagéo Gssea é precedida do recrutamento de fatores morfogenéticos,
citocinas, osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, necessarios ao reparo tecidual
(FINDIKCIOGLU et al., 2009). Esses fatores, que objetivam a homeostase celular e a
permanéncia plena, continua e adequada dos potenciais celulares, sdo essenciais a sintese de
fatores troficos, os quais estimulam a angiogénese e a vasculogénese (FELLAH et al., 2007),

necessarias ao reparo tecidual 6sseo. Em outros estudos, em que houve o implante de
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hidroxiapatita de calcio, a formacdo de tecido de granulacdo foi precedida de zonas
vascularizadas (DOROZHKIN, 2009). Apesar de a presenca de reacdo inflamatdria cronica
ter sido observada em todos os grupos, ela foi muito mais acentuada nos grupos onde houve a
implantacdo do biomaterial no defeito dsseo critico: GEOVHA e GEHARE.

Infere-se que essa resposta inflamatoria atesta a necessidade de recrutamento de
fatores inflamatdrios para o reparo tecidual, devido a lesdo tecidual causada pela confeccéo do
defeito dsseo. A resposta inflamatéria foi semelhante em outros estudos, cujas condicdes
foram similares as do presente estudo (CEBESOY et al., 2007; CHATTOPADHYAY et al.,
2007). O infiltrado inflamatdrio difuso ndo foi observado no GSDPO, o que ja era esperado.
Mas a determinacdo do padrdo ouro morfoldgico da calvéria do rato, nos pontos biolégicos
em estudo, possibilitaram ampliar o entendimento sobre o potencial terapéutico de alguns
agentes fisicos (a cinesioterapia) e quimicos (o ranelato de estroncio e o biomaterial 6sseo)
em defeito critico.

Diante das possiveis estratégias terapéuticas experimentais elaboradas, protocoladas,

adotadas e testadas neste estudo, todas essas condigdes foram essenciais.
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7 CONCLUSAO

Apbs o estudo do reparo 6sseo com as terapias sistémicas com ondas vibratorias, a
administracdo de farmaco ranelato de estrdncio no reparo 6sseo e a implantagéo local de

biomaterial, conclui-se que:

= aaplicagdo de ondas vibratdrias € uma terapéutica que influenciou satisfatoriamente
0 reparo 6sseo em defeito critico de calvarias de ratos;

» a combinacdo terapéutica de aplicacdo das ondas vibratdrias e implantacdo de
microesfereas de HAAIg possibilitou melhor reparo em toda a extensdo linear do
defeito;

» 0 biomaterial utilizado foi biocompativel e osteocondutor;

= a administragcdo de ranelato de estroncio por via enteral promoveu o aumento do

elemento estrdncio nas concentragdes plasmaticas.
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ANEXO A — OFICIO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

JNIVERSIDADE ESTADUAL OE FEIRA DE SANTANA
COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio: 57/2012 Feira de Santana, 08 de dezembro de 2012,

DE: Iraci Gomes Bonfim
CEUAUEFS

PARA: Fabiana Paim Rosa
Prezada Senhora,

Estamos encaminnando para a V8a. coplia do parecer do projeto de
pesquisa intitulado “Avaliagao do Reparo Osseo e Muscular em Rato, com
uso de Biomateriais e Administragcdo Enteral de Estréncio” sob a vossa
coordenagao, submetido nesta instituigao sob o nimero ¢e protocolo 004/2010.
O proeto de pesquisa citado, foi analisado em reuniao ocorrida no dia 21 de
setembro de 2010, tendo sido aprovado.
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"iraci Gomes
Cocrdanadora em exercicio na CEUA-UEFS
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ANEXO B - PARECER FINAL DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

P

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Projeto de Pesquisa: “Avaliagac do Reparo Osseo e Muscuiar em Rato, com
Uso de Biomatenais € Administracdo Enteral de Estroncio”

Protocolo n® 004/2010

Pesquisador Responsavel: Prof.® Fabiana Paim Rosa

PARECER FINAL
O parecerista fol FAVORAVEL a exacucéa do projeto por consicerar que:

1- A pasquisa estd em consondncia com a norma &tica no use de animais na
experimeantacao (aplicacdo do principio dos 3Rs)

2- O objetivo proposto busca arslisar o comportamento bicldgico de
hiomstarizis, associados ou ndo & administracdc enteral de hidroxiapalila
dopada com estrdncic, no reparo ésseo em defaitos criticos e n&o criticos. e,
do efeito da cinesioterapia no tecido 6ssao & muscular.

3- Ha adequacéo e consisténcia tebrica & metodolégica, tenco em vista a
subdivisdo organizagda, clare e embasada em refaréncias atualizadas.

4- Considera-se ainda gue o projeto ird gerar conhecimento, formando jovens
pesquisadores na graduagdo, mestrado = doutorado, além de ser relevants e
exequivel,

Os pesquisadores ceverdo remater a CEUA-UEFS os relatdrios parciais e final
para gue s2jam encaminhados ao CONCEA via CIUCA, conforme o Decreto
6995/2009. Artigo 44°, paragrafo VIl e Artige 2° paragrafos de | a X, em
obeciéncia & Lei 11,794,2008.

 Parecer aprovado em Reunldo, no dia 21 de setembro de 2010.

Feira ce Santana, 08 de dezambro de 2012.

Coordenadora em axercicio da CEUA-UEFS
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