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RIBEIRO, lorrana indira dos Anjos. Efeitos do estréncio, local e sistémico, na
regeneracdo de defeitos 6sseos criticos. Salvador, 2018. 52f. il. Tese (Doutorado
em Processos interativos dos Orgéos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias de Saude,
Universidade Federal da Bahia. 2018.

RESUMO

O estroncio (Sr) é um elemento trago ndo essencial, quimica e fisiologicamente
semelhante ao calcio (Ca), que tem duplo efeito sobre o metabolismo 0sseo, por
meio do estimulo & formacao dssea pelos osteoblastos, o outro mediante a inibicdo
da reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos. Diante disso, as pesquisas que relacionam
0 Sr com o tecido 6ésseo passaram a ter mais destaque apés o desenvolvimento do
farmaco ranelato de estroncio (RS), utilizado para diminuir o risco de fraturas em
pacientes osteoporoéticos. Com isso, estudos passaram a avaliar a acao do Sr sobre
a regeneracao 6ssea, tanto sistémica quanto localmente, em individuos/animais sem
osteoporose. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Sr, mediante o0 uso
local e sistémico, de hidroxiapatita nanoestruturada substituida por Sr/alginato
(nHASTI) na regeneracgéo de defeitos 6sseos criticos. Uma amostra de 30 animais foi
utilizada e distribuida para a composicdo de trés grupos experimentais, avaliados
aos 15, 30 e 60 dias de pés-operatério: GnHASr — defeito 6sseo preenchido com
microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada substituida por 1% de Sr/alginato
(nHASr1%) e sem administracdo enteral; GnHASrAlg — defeito 6sseo vazio e
administracdo enteral de microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada substituida
por 50% de Sr/alginato; GC — defeito 6sseo vazio e sem administracdo enteral
(grupo controle). Os resultados histologicos demonstraram, em todos 0s pontos
bioldgicos e grupos experimentais, neoformacao éssea reacional restrita as bordas
do defeito e preenchimento da area residual por tecido conjuntivo fibroso. As
analises bioguimicas evidenciaram que as concentracdes plasmaticas de Sr
apresentaram valores préximos ao grupo controle. Diante disso, o Sr tanto local
guanto sistemicamente ndo favoreceu o incremento da regeneracdo dos defeitos
0sseos criticos.

Palavras-chave: Alginato, Biomateriais, Estroncio, Hidroxiapatita, Reparo ésseo.



RIBEIRO, lorrana indira dos Anjos. Effects of strontium, local and systemic, in
the regeneration of critical bone defects. Salvador, 2018. 52f. il. Theses
(Doctorate degree in Interactive processes of systems and organs) — Health Science
Institute, Federal University of Bahia. 2018.

ABSTRACT

Strontium (Sr) is a trace element non-essential, chemically and physiologically similar
to calcium (Ca), which has a double effect on bone metabolism, by stimulating bone
formation by osteoblasts, the other by inhibiting bone resorption by osteoclasts.
Therefore, the research that correlates the Sr with the bone tissue has become more
prominent after the development of the drug strontium ranelate (RS), used to reduce
the risk of fractures in osteoporotic patients. With this, studies began to evaluate the
action of Sr on bone regeneration, both systemically and locally, in
individuals/animals without osteoporosis. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effect of Sr, through the local and systemic use, of strontium-containing
nanostructured hydroxyapatite/alginate in the regeneration of critical bone defects. A
sample of 30 animals was used and distributed for the composition of three groups,
evaluated at 15, 30 and 60 postoperative days: GnHASr — critical bone defect filled
with microspheres of 1% strontium-containing nanostructured hydroxyapatite/alginate
(nHASr1%) and without enteral administration; GnHASrAIlg — critical bone defect
without implantation of biomaterial and enteral administration of 50% strontium-
containing nanostructured hydroxyapatite/alginate (nHASrAlg); and GC - critical
bone defect without implantation of biomaterial and without enteral administration
(control group). The histological results demonstrated, in all biological points and
experimental groups, a reactive bone neoformation restricted to the edges of the
defect and filling of the residual area by fibrous connective tissue. Biochemical
analyzes showed that plasma concentrations of Sr presented values close to the
control group. Therefore, Sr both locally and systemically did not favor the increment
of regeneration of critical bone defects.

Keywords: Alginate, Biomaterials, Strontium, Hydroxyapatite, Bone Repair.
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Capitulo 1 — Introdugdo
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1 INTRODUCAO

O estroncio (Sr) € um elemento alcalino-terroso, do grupo IIA da tabela
periédica, assim como magnésio (Mg), célcio (Ca) e bario (Ba)'?, e pode existir em
dois estados de oxidacdo: 0 e +23. Este Ultimo é mais estavel em condi¢Ges
ambientais normais (3). Devido a sua alta reatividade, o Sr ndo é encontrado puro na

natureza e sim associados a outros elementos?>.

Quimica e fisiologicamente o Sr é semelhante ao Ca, e, desta forma,
competem por proteinas transportadoras, sao absorvidos no intestino delgado,
depositados no tecido 6sseo e nos dentes, e excretados, principalmente, pela urinal
6. Alguns estudos tém mostrado que o Sr é absorvido, em sua maioria, por difusdo
passiva’. Porém, outros estudos relatam que este metal pode, também, ter sua
absorcdo mediada por transportador, assim como o Ca’. Quanto a excrecédo, ocorre,

principalmente, pela urina e em menor quantidade nas fezes e no suor3%7,

Embora o Sr seja considerado um elemento traco ndo essencial, este metal
tem papel duplamente relevante no metabolismo 6sseo®, uma vez que, estimula a
formacdo 6ssea e inibe a reabsorcdo deste tecido’?°19, Este metal é encontrado,
principalmente, no tecido 6sseo recém-formado e em 0ssos esponjosos, tendo em
vista que a captacdo de Sr no tecido 6sseo esta intimamente correlacionada com a
remodelacdo 6sseal 14, Assim, regides que evidenciam maior taxa de
reabsorcdo/neoformacdo 6ssea sdo aquelas que apresentam maior percentual de
deposicdo deste metal*'314, Vale ressaltar que, a incorporacdo do Sr ao tecido
0sseo depende da dose, do sexo, da duracdo do tratamento e do turnover 6sseo; e,
ocorre por meio de dois mecanismos: (I) adsor¢cdo na superficie do cristal de
hidroxiapatita (HA) ou (ll) substituicdo i6nica nos cristais de HA'. O primeiro é o
principal e o mais rapido. Por outro lado, a substituicdo ibnica € um processo mais
lento e ocorre em menor propor¢do, a cada 10 moléculas de Ca uma é substituida

por Srt.

ApoOs o desenvolvimento do farmaco ranelato de estroncio (RS), o papel deste
fon associado ao metabolismo 6sseo passou a ter maior destaque*21415 O RS é
utilizado no tratamento da osteoporose, para aumento da densidade mineral dssea,

com o intuito de diminuir o risco de fraturas, em funcdo da sua dupla acdo
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farmacoldgicat®'®. Baseado nestes conceitos, novos estudos tém sido realizados
para compreender 0 uso deste ion na regeneracdo 6ssea em animais e individuos
ndo osteoporoéticos?>?4. Vale ressaltar que, o uso prolongado do RS pode
desencadear efeitos colaterais que ponham em risco a saude do individuo, como,
por exemplo, desenvolvimento de doengas cardiovasculares e intoxicacdo?>28, desta
forma, faz-se necessario, o desenvolvimento de um farmaco que possa atuar como
substituto do RS.

Neste sentido, um biomaterial que tem sido amplamente utlizado para
regeneracdo de defeito 6sseo € a HA sintética. Devido aos avancos cientificos
ocorridos nas ultimas décadas esta ceramica deixou de ser utilizada apenas como
scaffold para a regeneracdo 6ssea e passou a ter outras aplicagbes, como, por
exemplo, liberacdo controlada de drogas, especialmente quando produzida pelos
principios da nanociéncia®®>. Os quais favorecem aumento da solubilidade,
modificacbes na porosidade, reducdo do tamanho da particula, o que
consequentemente aumenta a area de superficie, a biodegradacao e a bioabsorcéo

dos biomateriais?9:3°,

Durante a sintese da HA nanoestruturada (nHA) a estabilidade e flexibilidade
da sua estrutura possibilita diferentes substituicdes idnicas3®!, deste modo diversos
cations e anions podem ser permutados, modificando a estrutura da HA
estequiométrica, assemelhando-se a HA bioldgica®?32. Nestas técnicas um céation
bastante utilizado na substituicdo do Ca é o Sr3435, Este, por apresentar dimensdes
maiores que o Cad, altera a estrutura do cristal, e algumas propriedades do
material, tais como, estabilidade de fase, solubilidade, reatividade3337:2 e diminui a

resisténcia mecéanica da ceramica38:3°.

Tendo em vista a maior solubilidade da nHA substituida por Sr (nHAST)
comparada com a HA estequiométrica, os pesquisadores tém utilizado diferentes
polimeros com o objetivo de melhorar a taxa de biodegradacdo deste biomaterial,
dentre estes, destaca-se o alginato. Um polissacarideo extraido de algas marrons
(Phaeophyceae), biocompativel, biodegradavel*®4!, e que, quando em contato com
ions divalentes tem a capacidade de formar um hidrogel, que possibilita a formacéo

de microesferas num modelo conhecido como egg box*142,

Estes compoésitos normalmente s&o utilizados localmente a fim de proporcionar

a liberacéo direta do Sr na regidao de implantacéo. Todavia, o propdsito deste estudo
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foi utilizar também o biomaterial nHASr, como carreador deste ion, com o objetivo de
atingir uma concentracdo plasmatica que poderia ter efeito benéfico sobre o
metabolismo 6sseo. Segundo Ammann et al.*®, uma concentracdo plasmatica de
0,30 a 0,35 mmol/L, apés tratamento com uma dose de 900 mg/kg/dia de RS foi
suficiente para promover aumento da massa e volume 0sseo, e, consequentemente,

aumento da resisténcia 0ssea; e melhora da qualidade do tecido dsseo.

Isto posto, fica evidente a necessidade e relevancia de desenvolver estudos
que evidenciem beneficios de nHASr na regeneracédo de defeito 6sseo em animais
sem osteoporose, bem como, desenvolver uma alternativa ao RS utilizado

atualmente no tratamento da osteoporose.

Para isto, esta tese foi dividida em 4 capitulos: Introducéo, Artigo 1, Artigo 2 e
Concluséo. O artigo 1 intitulado “Microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada
substituida por estroncio/alginato para regeneracdo Ossea”’ teve como objetivo
analisar, histomorfometricamente, o potencial osteogénico de microesferas de
nHASr. Em contrapartida, o artigo 2 intitulado “Efeito da administragdo enteral de
hidroxiapatita nanoestruturada substituida com estréncio/alginato no reparo 6sseo”
objetivou avaliar o efeito da administracdo enteral do Sr, mediante o uso de
hidroxiapatita nanoestruturada substituida com estréncio/alginato, (nHASrAlg) no

reparo de defeito 6sseo critico.
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Capitulo 2 — Microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada

substituida por estroncio/alginato para regeneracdo ssea
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2 ARTIGO 1

Microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada substituida por
estréncio/alginato para regeneracao 6ssea
Microspheres of strontium-containing nanostructured hydroxyapatite/alginate for
bone regeneration
lorrana indira dos Anjos RIBEIRO?; Alexandre Malta ROSSIY; Aryon de AlImeida BARBOSA JUNIORS;

Silvia Rachel de Albuquerque SANTOSP; Guillermo Alberto LOPEZY; Renata dos Santos ALMEIDA®,
Falvio Borges MIGUEL®; Fabiana Paim ROSA?

aInstituto de Ciéncias da Saude (ICS), Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, BA, Brasil;
bCentro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), Rio de Janeiro, RJ, Brasil; ¢Instituto de Patologia
Geral e Cutanea (IPAC), Salvador, BA, Brasil; ¢ Instituto Federal da Bahia (IFBA), Salvador, BA,
Brasil; eCentro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB),
Santo Antdnio de Jesus, BA, Brasil

Resumo
Objetivo: Analisar, histomorfometricamente, 0 potencial osteogénico de
microesferas de hidroxiapatita nanoestruturada substituida com estréncio/alginato
(nHASr). Métodos: 20 ratos Wistar, machos, adultos, foram distribuidos,
aleatoriamente, em dois grupos experimentais, com cinco animais em cada
grupo/ponto biolégico: GnHASr — defeito 6sseo critico preenchido com microesferas
de hidroxiapatita nanoestruturada substituida com 1% de estroncio/alginato; e GC —
defeito 6sseo critico sem implantacdo de biomaterial (grupo controle); avaliados nos
pontos bioldgicos de 30 e 60 dias de pos-operatério. Na analise histologica avaliou-
se a resposta inflamatéria (RI), a neovascularizacdo, a neoformacdo de matriz
ostedide (MO) e a formacédo de tecido conjuntivo (TC). No estudo histomorfométrico
guantificou-se a area de matriz ostedide neoformada. Resultados: Na analise
histol6gica observou-se, nos dois pontos biolégicos, em ambos 0s grupos,
deposicao de MO proxima as bordas do defeito; RI cronica discreta; formacéo de TC
na area residual do defeito; e neovascularizacdo. Estes dois ultimos achados foram
mais evidentes no GnHASr. Neste grupo, a deposicdo de MO ocorreu tanto no
interior das microesferas quanto de modo circunjacente as particulas do biomaterial,
o qual apresentou-se fragmentado nos dois pontos biolégicos. Na analise
histomorfométrica, o nHASr evidenciou um percentual de deposicdo de MO de
7,54%, enquanto que no GC este valor foi de 6,80%, aos 60 dias de pds-operatorio.

Conclusao: As microesferas de nHASr apresentaram potencial osteogénico limitado
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as particulas proximas as bordas, foram biocompativeis e osteocundutoras e, desta

forma, sdo apropriadas para aplicacdo como biomaterial de preenchimento.

Palavras-chave: Defeito 6sseo critico; Estréncio; Hidroxiapatita; Reparo 06sseo;

Materiais biocompativeis.

Introducao

LesOes Osseas extensas consequentes de traumatismos, osteotomias,
resseccdes tumorais, acidentes automobilisticos, dentre outros, podem comprometer
a funcionalidade e estética da area acometida**4>, uma vez que, estas perdas
teciduais ndo regeneram espontaneamente e tem o reparo finalizado por fibrose*®.
Estas situacdes representam grande desafio para os profissionais da area da saude
e para os pesquisadores da area da Bioengenharia Tecidual Ossea, os quais tém
pesquisado e/ou aperfeicoado e, quando possivel, utilizado clinicamente, diferentes
técnicas regenerativas e biomateriais com o intuito de estimular a regeneracéo
tecidual nestas condi¢des indspitas.

Dentre os biomateriais sintéticos mais utilizados nas técnicas regenerativas
0sseas, os fosfatos de célcio, em especial a hidroxiapatita (HA), o biovidro (BV) e o
fosfato tricalcico (TCP) tém sido amplamente investigados?®, principalmente, devido
a bioatividade, auséncia de toxicidade e similaridade com a fase mineral do tecido
6sse03>4749 bem como pela biocompatibilidade*’#8 que estes materiais apresentam.
Todavia, a taxa de biodegradacdo destes biomateriais depende das técnicas
utilizadas durante a sintese e processamento destas ceramicas®®.

Neste sentido, alguns pesquisadores tém desenvolvido materiais
biomiméticos, como, por exemplo, a HA nanoestruturada (nHA), substituida ou néo,
por metais presentes no tecido 6sseo, como o flaor (F), o estréncio (Sr), 0 magnésio
(Mg), o zinco (Zn), e outros®®51, A nHA resultante apresenta alteracdes nas suas
propriedades fisico-quimicas e na resposta biolégica apds implantagcéo in vivo, haja
visto que esta ceramica possui baixa cristalinidade, maior biodegradabilidade e
bioatividade, o que a aproxima da HA bioldgica??:3%37.52,

Dentre os metais utilizados como substituto do célcio (Ca) na estrutura da HA,
o Sr tem atraido grande interesse cientifico e clinico, posto que, este ion, quando
utilizado na forma de ranelato de estroncio (RS), estimula a diferenciacédo e a

proliferacdo de osteoblastos com consequente formacdo de matriz mineralizada,
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bem como, promove a reducéo da diferenciacdo e atividade dos osteoclastos®1%53 o
que proporciona aumento da densidade mineral 6ssea (DMO)*. Este duplo papel
tem instigado o desenvolvimento de novos estudos que subsidiem a compreenséo
da influéncia do Sr no reparo 6sseo, em animais ndo osteoporoéticos?:52:5455
especialmente, quando associado aos biomateriais.

Segundo Bootchanont et al.’, a substituicio do Sr na estrutura da HA
modifica sua estabilidade térmica, solubilidade, textura e reatividade de superficie.
Ademais, altera a porosidade do biomaterial®®, o que pode impactar positivamente
na adesdo, proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos com consequente,
neoformacédo de matriz mineralizada3>48. Diante do exposto, o objetivo deste estudo
foi analisar, histomorfometricamente, o potencial osteogénico de microesferas de
hidroxiapatita nanoestruturada substituida com estréncio/alginato (nHASr) apos a

implantacdo em defeito ésseo critico, em calvaria de rato adulto.

Materiais e Métodos
Biomateriais

A sintese, 0 processamento e a caracterizagcdo dos biomateriais foram
realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro, Brasil.

Processamento das Microesferas de Hidroxiapatita Nanoestruturada Substituida
com 1% de Estréncio — nHASr1%

Para a producdo das microesferas, misturou-se o pé de nHASr1l% a uma
solucdo de alginato de sodio na proporcao 15:1, sob leve agitacdo até a obtencédo de
uma pasta homogénea. Em seguida, gotejou-se esta pasta em uma solucdo de
cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20, 0.15M), com finalidade de formacéo
imediata das microesferas, que permaneceram nesta solugdo por 24 horas, para
completa geleificagcdo. Posteriormente, o biomaterial foi lavado em agua deionizada
e seco em estufa a 60°C, durante 24 horas. Ap0s, as microesferas foram separadas
de acordo com a faixa granulométrica de 425 a 600 ym e acondicionadas em frascos
apropriados, esterilizadas e armazenadas até a realizacdo do procedimento

cirurgico.

Caracterizacao Fisico-Quimicas das Microesferas de nHASr1%



21

As microesferas de nHASr1% foram caracterizadas quanto a area superficial
pelo método BET; a composicdo quimica pela Espectrometria por Absorcdo Atdmica
(EAA); a cristalinidade por Difracdo de Raios-X (DRX); a presenca de grupos
funcionais pela Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de
Fourier (EVITF). A area superficial das microesferas de nHASr1% foi de 75,38 m?/g e

0s percentuais de Ca, fosforo (P) e Sr estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Espectrometria por Absor¢ao Atdbmica das microesferas de nHASr1% e

HA padrao.
Amostra Ca % moldoCa P% moldo P Metal % mol do Metal Razado Ca/P
HA 36,28 0,905 16,73 0,540 - - 1,675
nHASr 43,80 1,093 17,50 0,565 0,43 0,005 1,935

O DRX evidenciou que as microesferas de nHASr1% apresentaram a base
dos picos principais ligeiramente mais larga que os picos da HA padréao (Figura 1A),
demonstrando menor cristalinidade deste biomaterial. O EVITF revelou bandas
correspondestes a HA padréo, exceto nas regides 1438 cmt, 1365 cm™* e 870cm™,
que indicam a presenca do ion carbonato, em funcéo do alginato utilizado durante o
processamento das microesferas. A presenca das bandas de agua no espectro do

EVITF comprova que as microesferas ndo foram tratadas termicamente (Figura 1B).
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Figura 1 — DRX (A) e EVITF (B) das microesferas de nHASr1% e HA padrdo. Fonte: CBPF.

Procedimentos Experimentais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
sob o protocolo n° 063/2014.

Vinte ratos Wistar, machos, adultos, com peso médio de 375 g e trés a quatro
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meses de idade, foram separados, aleatoriamente, em dois grupos
experimentais: GnHASr — defeito 6sseo critico preenchido com microesferas de
NHASr1%; e GC — defeito 6sseo critico sem implantacdo de biomateriais (grupo
controle), avaliados nos pontos bioldgicos de 30 e 60 dias de pds-operatério, com
cinco animais em cada grupo/periodo. Durante todo periodo experimental, os
animais foram mantidos separados em caixas de propileno, adequadas para
animais, e alimentados com dieta solida padréo e agua ad libitum.

O procedimento cirargico para confec¢cdo do defeito 6sseo critico criado na
porcdo mediana da calvéaria foi idéntico ao descrito por Miguel et al.>’. Contudo, no
presente estudo, os defeitos 6sseos foram confeccionados com, aproximadamente,

8,5 mm de diametro e, aproximadamente, 0,8 mm de espessura.

Etapa Laboratorial e Analise Histomorfométrica

Nos pontos biolégicos de 30 e 60 dias os animais foram eutanasiados por
dose letal de anestésico, de acordo com a Resolugdo Normativa n°® 37 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA)%8. Logo apds, removeu-
se a porcdo superior da calvaria com retirada dos tecidos moles e fixacdo em
formaldeido a 4%, por 72h. Posteriormente, as amostras foram descalcificadas
em EDTA 5%, por 7 dias, e encaminhadas para processamento histolégico de rotina.
Os espécimes foram cortados com 5 um de espessura e os cortes histolégicos foram
corados por hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson-Goldner (TG) e
examinados por microscopia de luz comum.

Na analise histomorfométrica mensurou-se, por meio do software LAS - Leica
Application Suite (Leica®, Biosystems Nussloch GmbH, Germany), o percentual de
matriz osteoide neoformada (%MO). Para tanto, uma area medindo 8,5 x 0,8 mm foi
delimitada de modo a equivaler a area total do defeito. Os valores obtidos foram

descritos por média e desvio padréao e avaliados pelo teste estatistico de Wilcoxon.

Resultados
Andlise histolégica

Nos dois grupos experimentais, aos 30 dias, notou-se neoformacao de matriz
osteoide (MO) restrita as bordas do defeito, com presenca de osteocitos. Aos 60
dias, no GnHASI, este achado estendeu-se, em direcdo centripeta, de forma

adjacente e de permeio as particulas do biomaterial, e mostrou-se mais organizado
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do que no periodo anterior, com formacéo de lamelas concéntricas (Figura 2A e 2B).
No GC, a neoformacédo de MO manteve-se restrita as bordas 0sseas, contudo sem
formacao de lamelas concéntricas (Figura 1C e 1D). Neste grupo, a area residual do
defeito foi preenchida por tecido conjuntivo (TC) com espessura reduzida em relacao
a borda 6ssea, nos dois pontos biolégicos, principalmente, aos 60 dias, quando este

tecido foi visto mais delgado e adensado que aos 30 dias. (Figura 2C e D).

Figura 2 — Fotomicrografias do GnHASrAIlg (A, C, E e G) e GC (B, D, F e H). MO — matriz osteoide
neoformada; BO — borda do defeito 6sseo; asterisco (*) — particulas de biomaterial; V — vasos
sanguineos; seta (—) — tecido conjuntivo. Colora¢do HE — B, C, D, E, F e H; Coloragdo TG —Ae G.
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No GnHASr, durante todo o periodo experimental, o biomaterial mostrou-se
ora integro ora fragmentado, ocupando toda a extensdo do defeito. Nas regides
proximas as bordas Osseas, as microesferas apresentaram-se permeadas por
neoformacgéo de MO e por TC frouxo. Na regido central do defeito, as particulas do
biomaterial foram vistas circundadas por TC frouxo rico em vasos sanguineos.

Em ambos os grupos experimentais, nos dois pontos bioloégicos, notou-se
inflamac&o crbnica discreta. No GnHASr, esta inflamacdo foi do tipo cronica
granulomatosa com escassa presenca de células gigantes multinucleadas

circunjacentes as particulas do biomaterial.

Andlise histomorfométrica

A analise histomorfométrica da neoformacdo de MO evidenciou que este
tecido foi observado nos dois grupos, ao longo do experimento. Todavia, a
comparacao, pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, entre as médias obtidas nos
grupos, mostrou que ndo houve diferencas estatisticamente significantes, em
nenhum dos pontos biolégicos (p = 0,686) (Figura 3).
12,00
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4,00 = GnHAST
2,00
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Matriz osteoide neoformada (%MO)

30D 60D
Ponto biolégico

Figura 3 — Percentual de matriz osteoide neoformada nos grupos GC e GnHASr.

Discusséo

No presente estudo, defeitos 0Osseos criticos foram confeccionados na
calvaria de ratos adultos, com o objetivo de avaliar o potencial osteogénico de
microesferas de nHASr, tendo vista que este modelo experimental tem sido
amplamente utilizado nos estudos in vivo que envolvem a avaliagcdo do mecanismo
de regeneracdo O0ssea. Esta escolha ocorre porque este sitio possui caracteristicas
anatbmicas e fisioldgicas que possibilitam facil acesso, reprodutibilidade e
manipulagdo cirurgica; ndo requer fixacdo pds-operatoria; e tem risco reduzido de

complicacdes poés-cirargicas*>%%. Além disto, o defeito 6sseo produzido possui
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caracteristicas morfologicas criticas de extensao e largura, em que a regeneracao
6ssea espontanea ndo ocorre ao longo da vida do animal®. Os achados histolégicos
do GC demonstraram estas caracteristicas ao longo do nosso estudo, uma vez que
a neoformacdo dssea reparativa foi restrita as bordas do defeito, com formacéo de
TC fibroso na area remanescente®-63,

Estudos tém demonstrado que a HA biolégica € uma apatita carbonatada, nédo
estequiométrica® que possui alguns ifons na sua estrutura, como, por exemplo, F,
Mg, Zn e Sr¥. Assim, realizar substituicbes idnicas, com ions especificos, na
estrutura da HA sintética, pode aproxima-la da biolégica, modificar sua cristalinidade
e solubilidade e interferir diretamente na sua biodegradabilidade, caracteristicas
relevantes na regeneracao éssea. No presente estudo, a substituicdo de uma parte
dos ions de Ca da nHA por Sr, 1% tedrico e 0,43% pratico, pode ter influenciado na
biodegradacédo das microesferas apds a implantacao, tendo em vista que a presenca
deste metal no biomaterial diminui sua cristalinidade quando comparado com uma
HA padréo. A biodegradacdo evidente também pode estar correlacionada com as
caracteristicas nanoestruturais das microesferas avaliadas, o que melhora a
bioatividade e aumenta a area de superficie do material, favorecendo, desta forma, a
migracdo, fixacdo, diferenciacdo e proliferacdo das células circunjacente as
microesferas3":65,

As microesferas de nHASr avaliadas em nosso estudo mostraram-se
biocompativeis, biodegradaveis, bioativas e osteocondutoras haja vista que exibiram
deposicdo de MO em contato direto com as particulas do biomaterial. Sabe-se que o
Sr atua de forma positiva sobre a neoformacdo 6ssea, com estimulo da
diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, e negativamente sobre a reabsorcao
6ssea, por meio da inibicido da acdo dos osteoclastos!®. Contudo, a andlise
histomorfométrica evidenciou que ndo houve diferenca significativa entre o %MO no
GnHASr e no GC. Isto corrobora com os resultados encontrados por Machado et
al.4’, que também ndo observaram maior neoformacdo 6ssea no grupo em que
houve implantagdo de microesferas de nHA substituidas com 1% de Sr em defeitos
0sseos criados em tibias de ovelhas, quando comparado ao controle. Ja no estudo
realizado por Luo et al.?%, em que foi avaliado uma scaffold de HA dopada com Sr
em defeitos criticos na calvaria de coelhos, os resultados demonstraram que houve
maior formacao 0ssea, em relacdo a HA sem este metal. Ressalta-se, porém, que

estes autores utilizaram o Sr na concentracdo de 5% teorico e 1,61% prético, o que,
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provavelmente, interferiu de forma positiva na resposta biolégica apos a implantacéo
do biomaterial3467.

O biomaterial avaliado em nosso estudo desencadeou uma resposta
inflamatéria (RI) crénica discreta, que, segundo Anderson, Rodrigues e Chang®8, é
comum apés a implantacdo de biomateriais, porquanto as rupturas vasculares
consequentes de lesbes teciduais promovem a liberacdo de citocinas e mediadores
quimicos que iniciam uma Rl em paralelo a formacéo do codgulo sanguineo. Nossos
resultados estdo em consonancia com outros estudos que também avaliaram, em
defeito 6sseo critico, biomateriais para regeneracdo 6ssea®’%%'L, A intensidade e
duracdo da RI evidenciada comprovam a biocompatibilidade dos biomateriais,
consequentemente, norteiam a aplicacao clinica destes.

Diante dos resultados encontrados no nosso estudo no que refere a
biocompatibilidade e discreto estimulo a neoformacdo de MO, novas pesquisas
utilizando biomateriais substituidos com maior concentracdo de Sr devem ser
desenvolvidas com objetivo de produzir materiais altamente bioativos e promissores

a regeneracao de perdas dsseas extensas.

Concluséo
O percentual de Sr utilizado ndo favoreceu maior potencial osteogénico ao
biomaterial; as microesferas foram biocompativeis, biodegradaveis, bioativas e

osteocondutoras; e adequadas para a utilizacdo como biomaterial de preenchimento.

Abstract

Objective: Analyze, histomorphometric, the osteogenic potential of microspheres of
strontium-containing nanostructured hydroxyapatite/alginate. Methods: Twenty male
Wistar rats were randomly divided into two experimental groups, with five animals in
each group/biological point: GhnHASr — critical bone defect filled with microspheres of
1% strontium-containing nanostructured hydroxyapatite/alginate; and GC — critical
bone defect without implantation of biomaterial (control group); evaluated at the
biological points of 30 and 60 postoperative days. In the histological analysis evalued
the inflammatory response (RI), neovascularization, neoformation of the osteoid
matrix (MO) and the formation of connective tissue (TC). In the histomorphometric
analysis, quantify the area of newly formed osteoid matrix. Results: In the

histological analysis it was observed, in both biological points, in both groups,
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deposition of MO near the edges of the defect; chronic discrete RI; TC formation in
the residual area of the defect; and neovascularization. These two latter findings
were more evident in nHASr. In this group, the deposition of MO occurred both inside
the microspheres and around the particles of the biomaterial, which was fragmented
at the two biological points. In the histomorphometric analysis, the nHASr showed a
percentage of MO deposition of 7,54%, whereas in GC this value was 6,80%, at 60
postoperative days. Conclusions: The microspheres of nHASr presented osteogenic
potential limited to the particles near the edges, were biocompatible and

osteocunductive and, in this way, are appropriate for application as fill biomaterial.

Keywords: Critical bone defect; Strontium; Hydroxyapatite; Bone repair;
Biocompatible materials.
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Capitulo 3 — Efeito da administragdo enteral de hidroxjapatita
nanoestruturada substituida com estréncio/alginato no reparo

0sseo
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3 ARTIGO 2

Efeito da administracao enteral de hidroxiapatita nanoestruturada substituida
com estréncio/alginato no reparo ésseo

Effect of enteral administration of strontium-containing nanostructured
hydroxyapatite/alginate in bone repair

lorrana indira dos Anjos RIBEIROA; Alexandre Malta ROSSI®; José Antonio MENEZES FILHOS; Aryon
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Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil. °"Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas, Rio de Janeiro, RJ,
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Santo Antdnio de Jesus, BA, Brasil.

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo enteral do
estréncio (Sr), mediante o uso de hidroxiapatita nanoestruturada substituida com
estroncio/alginato, (nHASrAlg) no reparo de defeito dsseo critico. Métodos: Para
tanto, utilizou-se 20 ratos, Wistar, machos, adultos, distribuidos, aleatoriamente, em
dois grupos experimentais, com 10 animais em cada, avaliados nos pontos
biolégicos de 15 e 60 dias de pds-operatério: GnHASrAlg — defeito 6sseo vazio e
administracdo enteral de nHASrAIg; e grupo controle (GC) — defeito 6sseo vazio sem
administracdo enteral de Sr. Avaliou-se o reparo tecidual dos defeitos 6sseos criticos
confeccionados na calvaria de ratos, por meio das andlises histolégica e
histomorfométrica, e mediante correlagcbes com as concentracdes plasmaticas de Sr
e calcio (Ca). Resultados: Os resultados demonstraram, em todos 0s pontos
bioldgicos e grupos experimentais, neoformacdo de matriz osteoide (MO) reacional
restrita as bordas do defeito 6sseo e preenchimento da &rea residual por tecido
conjuntivo (TC) fibroso. As analises bioquimicas evidenciaram, nos dois pontos
biolégicos, que as concentracdes plasméticas de Sr no GnHASrAlg apresentaram
valores maiores, estatisticamente significante (p = 0,043), que no GC. Conclusao: A
administracdo enteral de Sr, nas condigcbes experimentais deste estudo, nao

favoreceu aumento da formagéo de MO e o reparo 6sseo ocorreu por cicatrizagao.

Palavras-chave: Administracdo oral. Estréncio. Hidroxiapatita. Regeneracdo 0ssea.
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Introducéao

Nos ultimos anos, estudos que correlacionam o uso do estroncio (Sr) com o
aumento da capacidade regenerativa do tecido 6sseo vém sendo cada vez mais
realizados, principalmente, apés o desenvolvimento do farmaco ranelato de
estroncio (RS)!%72, Este farmaco tem sido utilizado para o tratamento da
osteoporose, devido ao estimulo do Sr a diferenciacdo e proliferagcdo de
osteoblastos, com consequente formacdo de matriz Ossea; e reducdo da
diferenciacdo e atividade dos osteoclastos®%%3, Somado a isto, o Sr apresenta
similaridades quimicas e fisiolégicas com o calcio (Ca), especialmente quanto ao
sitio e forma de absorcéo, local de deposicdo e excrecdo'® "3,

Além da utilizacdo em individuos com osteoporose, estudos tém investigado o
efeito do RS no reparo de defeitos 6sseos em modelos animais de fratura da tibia, e
defeitos 6sseos criticos e ndo criticos no fémur e na calvaria, principalmente®17.74.75,
Estes estudos demonstraram beneficios do uso deste farmaco nestas situacfes por
meio de estimulo da neoformacédo 6ssea. Apesar dos beneficios j& comprovados, o
uso deste farmaco tem se restringido a individuos com osteoporose grave e que nao
tem possibilidade de tratamento com outras drogas, pois 0 uso do RS tem sido
relacionado a risco de desenvolvimento de doencas cardiacas?®. Com isso, o uso do
Sr associado a biomateriais tem se tornado uma alternativa promissora para a
regeneracao de defeitos e lesdes 0sseas.

A hidroxiapatita (HA) tem sido amplamente investigada como biomaterial para
a regeneracdo 0ssea, e, recentemente, também passou a ser estudada como
carreadora de medicamentos, devido a sua estrutura porosa, estabilidade quimica e,
a depender do método de sintese e processamento, extensa area superficial’,
especialmente quando sintetizada pelos principios da nanociéncia?®. Neste sentido,
a HA nanoestruturada (nHA) apresenta modificagdes na porosidade e reducao do
tamanho da particula, o que, consequentemente, aumenta a area de superficie, a
biodegradacéo, a solubilidade e a bioabsorgéao?%0.

Diante de algumas limitagdes que a nHA ainda apresenta, diferentes estudos
tém realizado substituicdes isomorficas na estrutura desta bioceramica®?32 com
objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Assim, dentre os
fons que podem substituir o Ca na estrutura hexagonal da nHA, o Sr® tem sido

vastamente utilizado devido a sua relacdo com o metabolismo 6sseo e por promover
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alteracdes na estrutura do cristal, estabilidade de fase, aumentar a solubilidade,
reatividade superficial®33738 e a resisténcia mecanica da ceramica3®39,

A nHA substituida com Sr (nHASr) normalmente é utilizada em diferentes
aplicacoes locais, a fim de proporcionar a liberagcéo direta deste metal na regiao de
implantacao3’67.7377-79 Todavia, neste estudo objetivou-se utilizar esta bioceramica,
por meio de administracdo enteral, como um biomaterial carreador de Sr.

Vale ressaltar que, a nHA quando utlizada como carreadora de
medicamentos, pode promover uma rapida liberacdo da molécula carreada e, deste
modo, trazer desvantagens para a sua utilizacdo clinica®. Assim, associar esta
bioceramica com um polimero, como, por exemplo, o alginato, pode reduzir a
velocidade e quantidade de droga liberada e, assim, garantir uma melhor resposta
biolégica®. O alginato é um polimero extraido de algas marrons e quando em
contato com ions divalentes tem a capacidade de formar um hidrogel, que possibilita
a formacéo de microesferas em um modelo conhecido como egg box*1:42.80,

Diante do exposto, fica evidente a relevancia de estudos que busquem
desenvolver métodos alternativos aos empregados atualmente na regeneracao de
perdas Osseas extensas. Assim, o objetivo do estudo foi analisar o efeito da
administracdo enteral de Sr, mediante o uso de hidroxiapatita nanoestruturada

substituida por Sr/alginato (nHASrAIg), no reparo de defeito 6sseo critico.

Materiais e Métodos
Sintese e caracterizacdo da Hidroxiapatita Nanoestruturada Substituida com 50% de
Estroncio — nHASrAlg50%

A nHASTrAIg utilizada neste estudo foi sintetizada e caracterizada no Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. O p6
nanometrico de HA foi sintetizado pelo método de precipitacdo por via umida sob
temperatura de sintese de 90°C. Durante este processo, o Sr foi substituido na
estrutura da HA por meio da adicdo de nitrato de estroncio [Sr(NOs)2.4H20] na
concentracdo de 50%. Para obtencdo das microesferas adicionou-se o pé de nHASr
a solucao de alginato de sodio, na proporgéao 15:1, sob leve agitacdo até a obtencéo
de uma pasta homogénea, a qual foi gotejada em uma solugéo de cloreto de célcio
dihidratado (CaCl2.2H20, 0.15M) para formacdo imediata das microesferas de

NHASTrAIg. Essas microesferas permaneceram nesta solucéo, de CaCl2.2H20, por 24
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horas para completa geleificacdo, e, em seguida, foram lavados em agua
deionizada, secas em estufa a 60°C, durante 24 horas, separadas de acordo com a
faixa granulométrica de 1 a 2 mm e acondicionados em frascos apropriados, até a
realizacdo do procedimento cirdrgico experimental.

O biomaterial obtido foi caracterizado quanto a area superficial, pelo método
BET; a composicdo quimica pela Espectrometria por Absor¢cdo Atdmica (EAA); a
cristalinidade por Difracdo de Raios-X (DRX); a presencga de grupos funcionais pela
Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier (EVITF).

A area superficial das microesferas de nHASrAlg foi de 116,7094 m?/g e os

percentuais de Ca, fésforo (P) e Sr estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Espectrometria por Absorcao Atdbmica das microesferas de nHASrAIg e

HA padrao.
o, Moldo o moldo Metal  mol do Ca/P
Amostra Ca% ~_ P% o % Metal Ca+Sr/P
HA 36,28 0,905 16,73 0,540 - - - 1,675

nHASr 16,20 0,404 15,00 0,484 23,00 0,263 1,377 -

O DRX evidenciou que as microesferas de nHASrAlg apresentaram a base
dos picos principais semelhante a base dos picos principais da HA padrdo (Figura
1A), o que demonstra uma cristalinidade semelhante entre os biomateriais. O EVITF
revelou bandas correspondestes a HA padrdo, exceto nas regides 1438 cm, 1365
cm? e 870cm, que indicam a presenca do ion carbonato, em funcdo do alginato
utilizado durante o processamento das microesferas. A presenca das bandas de
agua no espectro do EVITF comprova que as microesferas ndo foram tratadas

termicamente (Figura 1B).
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Figura 1 — DRX (A) e EVITF (B) das microesferas de nHASrAlg e HA padrdo. Fonte: CBPF.
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Procedimentos experimentais

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), protocolo n° 063/2014. 20 ratos, Wistar, machos, adultos, com peso médio
de 375¢g, 3 a 4 meses de idade, foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos
experimentais, com cinco animais em cada ponto biolégico: GnHASrAlg — defeito
0sseo vazio, associado a administracdo enteral de microesferas de nHASrAlg; e GC
— grupo controle, defeito 6sseo vazio e sem administracéo enteral de Sr; avaliados
nos pontos bioldgicos de 15 e 60 dias de pds-operatorio.

O procedimento cirdrgico para confeccdo do defeito ésseo critico circular
transfixado, com, aproximadamente, 8,5 mm de diametro, na porcdo mediana da

calvaria foi semelhante ao descrito por Miguel et al.>” e Ribeiro et al.®2,

Administracdo enteral
No GnHASrAlg a administragdo enteral de Sr foi feita na dose de 900
mg/Kg/dia, do segundo ao 15° dia de pds-operatério, por meio da mistura das

microesferas a uma dieta pastosa.

Andalises bioquimicas

Foram realizadas dosagens da concentracdo plasmatica dos ions de Ca
(Ca*?) e Sr (Sr*?). Para tanto, coletou-se amostras de sangue, por meio de puncgédo
cardiaca transtoracica, no ultimo dia de pds-operatorio, em cada grupo e ponto
biolégico. As concentracdes de Sr*? no plasma foram determinadas por meio da
Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite (EAAFG), seguindo
método descrito por D’Haese et al.?!, e as concentracées de Ca por Espectrometria
de Absorcdo Atdbmica com Chama (EAAC), método adaptado de Welch, Hamar e
Fettman®?. Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Toxicologia Clinica,

Ambiental e Ocupacional da Faculdade de Farmacia da UFBA.

Etapa laboratorial e Analise histomorfométrica

ApoOs a coleta de sangue os animais foram eutanasiados por dose letal de
anestésico, a porcado superior da calvaria foi removida, os tecidos moles foram
retirados e o espécime foi fixado em formaldeido a 4% por 72h. Em seguida, estes

foram descalcificados com EDTA a 5% por 7 dias, processados e incluidos em
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parafina. Os blocos foram cortados com 5 um de espessura e 0s cortes foram
corados por hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson-Goldner (TG), e
examinados por microscopia de luz comum.

A andlise histomorfométrica foi realizada por meio do programa Leica®
Application Suite (LAS) para quantificar o percentual de matriz osteoide neoformada
(%MO). Para comparar as diferencas entre as meédias obtidas para cada

grupo/ponto bioldgico, utilizou-se o teste ndo paramétrico de médias Wilcoxon.

Resultados

A analise histoldgica, aos 15 dias, evidenciou, nos dois grupos experimentais,
neoformacdo de matriz osteoide (MO) restrita as bordas do defeito e deposicdo de
tecido conjuntivo (TC) delgado na area remanescente do defeito (Figuras 1A e 1B).
O GC teve preenchimento por fibrose, delgado e organizado (Figura 1F). A
espessura deste tecido foi menor que no GnHASrAIlg, sendo que neste grupo o TC
apresentou-se mais frouxo (Figura 1E). A resposta inflamatéria (RI) crbénica, aos 15
dias, se mostrou discreta com presenca de infiltrado inflamatério disperso e a

proliferacdo vascular mostrou-se mais evidente no GnHASrAlg (Figura 1E).

Figura 2 — Fotomicrografias do GnHASrAlg (A, C e E) e do GC (B, D e F). MO — matriz osteoide
neoformada; BO — borda do defeito 6sseo; V — vasos sanguineos; Tc — tecido conjuntivo. Coloragao
HE — A, B, E e F; Coloracédo TG — C e D.
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Em ambos os grupos estudados, no ponto bioldgico de 60 dias, a
neoformacdo de MO continuou restrita as bordas do defeito 6sseo, com aspecto
mais maduro e organizado (Figuras 1C e 1D) e a area residual do defeito 6sseo foi
preenchida por TC, com espessura menor que as bordas 6sseas. No GC este tecido
apresentou-se delgado e organizado, ja no GnHASrAlg observou-se tecido
conjuntivo menos denso. A Rl observada aos 60 dias foi discreta para todos os
grupos, com presenca de difuso infiltrado inflamatério mononuclear, mais evidente
no GnHASrAlg. Em todos os grupos experimentais foi possivel observar que o
processo inflamatorio tornou-se mais discreto e a proliferagdo vascular menos
evidente aos 60 dias.

Foi possivel observar, por meio da andlise histomorfométrica, que houve
neoformacédo de MO nos dois grupos (Figura 3), com maior formacéo deste tecido
no GC, aos 30 dias, e no GnHASrAlg, aos 60 dias. Contudo, a comparacéao, pelo
teste ndo paramétrico de Wilcoxon, entre as médias obtidas nos grupos, mostrou
gue nao houve diferencas estatisticamente significantes, em nenhum dos pontos
biolégicos (p > 0,05).

B 15D = 60D
25,00
20,00

15,00

%MO

10,00

5,00 T

0,00 I ——

GC GnHASrAlg
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 3 — Percentual de matriz osteiode neoformada (%MOQO) nos grupos GC e GnHASTrAlg.

Na Tabela 2 séo apresentados os valores da concentracdo plasmatica de Ca*?
e Sr*?, encontrados para os dois grupos experimentais avaliados, aos 15 e 60 dias.
No grupo em que houve administragdo de Sr — GnHASrAlg —, a concentragao
plasmatica desse ion foi maior do que a concentracéo plasmatica encontrada no GC,
para todos os pontos avaliados. Em contrapartida, a concentracédo plasmatica de Ca
foi menor em todos os pontos bioldgicos para o GhHASrAlg quando comparado ao
GC.
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Ao longo do periodo experimental foi possivel notar que a concentracdo de
Sr*2 e Ca*? diminuiram aos 60 dias no GnHASrAlg, ja no grupo controle tanto o Ca

guanto o Sr aumentaram.

Tabela 2 — Concentracdes plasmaticas de Sr*?2 e Ca*?, média (+xDP), do GnHASTrAlg
e GC, aos 15 e 60 dias de pos-operatorio.

Ponto Bioldgico 15 dias 60 dias
+2 +2 +2 +2
Grupos Sr Ca Sr Ca
001088  2,4518 0,00569 2,3901
GNHASTAIG  (,0.00001) (+0.06466)  (+0,00187) (0.14916)
e 0,000561  2,4971 0,00017 2,6019

(+0,00006) (+0,03108)  (+0,00003)  (+0,05071)

Discusséo

O Sr é um metal que tem importante efeito metabdlico no tecido 6sseol® 2,
Este ion tem sido amplamente utilizado na forma de RS, no tratamento da
osteoporose?*8385 e, associado a biomateriais, para o reparo de lesbes
6sseas®’. 787986 Estudos que proponham o uso de Sr para a regeneracdo 6ssea, de
forma sistémica, sem utilizacdo do RS, sdo escassos na literatura cientifica®’88,
Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido com a perspectiva de colaborar com o
desenvolvimento de um método alternativo aos j& empregados no reparo ésseo, e,
desta forma, avaliou-se o efeito da administracdo enteral de Sr, mediante o uso de
microesferas de nHASrAlg, no reparo de defeito 6sseo critico.

Defeitos 6sseos que ndo regeneram espontaneamente ao longo da vida do
animal, séo considerados criticos**°, pois nestes o reparo é finalizado por fibrose®.
Deste modo, este tipo de lesdo Gssea caracteriza-se como um modelo experimental
eficiente para a avaliacdo de técnicas e/ou biomateriais que visem promover a
regeneracao 0ssea. Neste estudo, a administracdo enteral do nHASrAlg possibilitou
aumento da neoformacdo de MO quando comparado ao GC, contudo, esta formacao
mostrou-se discreta e restrita as bordas do defeito 0sseo. Estudos anteriores
destacam que, para que haja estimulo da neoformacdo Ossea, faz-se necessario o
uso de arcaboucos tridimensionais osteocondutores e/ou osteoindutores, capazes
de favorecer os eventos celulares de migracdo, diferenciacdo e proliferacdo e
deposicdo de nova MO pelas células osteogénicas®2t369, No nosso estudo, a

auséncia deste arcabouco tridimensional limitou neoformacdo de MO as bordas
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O0sseas do defeito, nos dois grupos experimentais, ao longo do estudo. No
GnHASTrAIg, a analise morfométrica evidenciou um maior percentual de deposicao
desta matriz, porém, ndo estatisticamente significante.

Somado a isto, quando administrado de forma enteral, outros fatores
interferem para a acdo do Sr, como por exemplo, a dose e a concentracao
plasmatica do fon'®°. No nosso estudo, as concentracdes plasmaticas observadas
ficaram abaixo dos valores determinadas por Ammann et al.*3, os quais
evidenciaram que é necesséario uma quantidade de 0,30 a 0,35 mmol/L de Sr para
gue ocorra incremento da neoformacédo 6sseo, tanto em quantidade quanto em
qualidade. Estes achados evidenciam a estreita relacdo entre a concentracao
plasmatica deste metal, a extensdo da perda tecidual, e necessidade do uso de
arcaboucos tridimensionais, com a neoformagéo 0ssea.

No atual estudo ficou evidente que no GnHASrAIg a concentracédo plasmatica
de Sr foi maior do que no GC, grupo sem administracdo enteral, para todos 0s
pontos avaliados. As microesferas de nHASrAlg foram sintetizadas a partir de p6 de
HA nanoestruturado e processadas mediante o uso de alginato de sédio, de forma a
promover a liberacdo do Sr no intestino delgado, para garantir uma absorcéo
adequada deste metal, tendo em vista que o tamanho da particula e area de
superficie, também, influenciam neste mecanismo, quando as microesferas entram
em contato com os fluidos biolégicos>78.

Em contrapartida, a concentracdo plasméatica de Ca foi menor, em todos os
pontos biolégicos, no GnHASrAlg quando comparado ao GC. Isto pode ser explicado
pela similaridade entre os metais, Sr e Ca, e, consequente, pela competicdo por
transportadores e sitios de absorcdo*®>’. Quando ha aumento na oferta de Sr,
consequentemente, havera diminuicdo na absorcdo do Ca*1%%,

Os achados histolégicos do nosso estudo evidenciaram RI crénica, discreta,
nos dois grupos, o que, segundo Anderson, Rodrigues e Chang®, é comum apés a
confeccdo dos defeitos 0sseos, porquanto o procedimento cirdrgico promove a
liberacdo local de citocinas inflamatorias, extravasamento sanguineo e, também,
presenca e acdo de células osteoprogenitoras provenientes do peridsteo, que atuam
para a neoformacdo de MO que foi observada nas bordas dsseas. No tecido
conjuntivo formado na area remanescente do defeito, nos dois grupos avaliados,
notou-se formacao vascular mais evidente no GnHASrAlg, em consonancia com 0s

resultados de Fu et al.®l. Vale ressaltar que, estes autores encontraram, em estudo
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in vitro, maior proliferacdo de células progenitoras endoteliais na presenca de um
arcabouco a base de Ca, contendo Sr.

Diante dos resultados encontrados no nosso estudo, fica evidente que a
administragao enteral de Sr incrementou, de forma discreta, a neoformagao de MO
ao longo do experimento. Todavia, a auséncia de um arcabouco tridimensional,
limitou a regeneracdo dos defeitos Osseos criticos. Assim, faz-se necessario, o
desenvolvimento de novos estudos, que possibilitem compreender a agao sistémica
do Sr quando associado a um fosfato de calcio, bem como administrado em
concomitancia com a implantacdo de arcabouco tridimensional no defeito 6sseo

critico.

Concluséo

Nas condi¢cdes experimentais deste estudo, a administracdo enteral do Sr ndo
favoreceu a regeneracdo do defeito 6sseo critico. Houve discreto incremento na
neoformacédo de MO no GnHASTrAIg, e, nos dois grupos avaliados, o reparo tecidual
foi finalizado por fibrose.

Abstract

Objective: The objective of this study was to evaluate the effect of enteral
administration of Sr, through the use of strontium-containing nanostructured
hydroxyapatite/alginate in the repair of critical bone defect. Methods: For this, 20
rats, Wistar, male, adult, divided randomly into two experimental groups of 10
animals each, evaluete the biological points 15 and 60 days postoperatively:
GnHASTrAIg - empty bone defect and enteral administration of nHASrAlg; and control
group (GC) - empty bone defect without enteral administration of Sr. The tissue repair
of critical bone defects made in the calvaria of rats was evaluated by means of
histological and histomorphometric analyzes and by correlations with plasma
concentrations of Sr and Ca. Results: The results demonstrated, in all the biological
points and experimental groups, reactive bone neoformation restricted to the edges
of the bone defect and filling of the residual area by fibrous connective tissue. The
biochemical analyzes showed, in both biological points, that the plasma
concentrations of Sr in the GnHASrAlg presented higher values, statistically
significant (p=0,043), than in the GC. Conclusions: The enteral administration of Sr,

under the experimental conditions of this study, did not favor increased osteoid matrix
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formation and the bone repair occurred by healing.

Keywords: Oral administration. Strontium. Hydroxyapatite. Bone regenaration.
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4 CONCLUSAO

O Sr possui um papel muito relevante sobre o metabolismo 6ésseo,
principalmente quanto aos efeitos benéficos na densidade mineral Ossea e
cicatrizacdo de feridas. Entretanto as pesquisas para elucidar os mecanismos de
acao, metabolismo, dose, fatores que interferem sobre seu metabolismo, ainda
estdo em andamento, tornando esta area muito promissora na Bioengenharia
Tecidual Ossea. O objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito do Sr, mediante o uso
local e sistémico, de nHASr na regeneracdo de defeitos 6sseos criticos. Diante dos
resultados apresentados, concluiu-se que a utilizagdo de Sr, local ou sistémico, nao
favoreceu a regeneracdo do defeito 6sseo critico, apesar de ter promovido discreto
aumento na neoformacdo de MO. Desta forma, torna-se imprescindivel, o
desenvolvimento de novos estudos, que possam elucidar o papel do Sr na

regeneracao 0ssea e, também, aperfeicoar as técnicas utilizadas.
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