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NASCIMENTO, Marion Alves do. Avaliagdo dos niveis plasmaticos de estroncio e de calcio
na regeneracdo de defeito critico em calvdria de rato. 77f.i1.2010. Dissertagdao (Mestrado) —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

RESUMO

No processo fisiolégico de regeneracdo éssea, o estroncio, em concentracdes plasmaticas
adequadas, compartilha e substitui o cdlcio, e pode favorecer um melhor remodelamento
tecidual. Este trabalho teve como finalidade mensurar os niveis de estroncio e de célcio no
plasma sanguineo, durante o reparo de defeito critico em calvdria de rato. Foram utilizados 75
Rattus norvegicus da linhagem Wistar, albinos, machos e adultos, distribuidos em cinco
grupos (GI, GII, GIII, GIV e GV). Os defeitos criticos foram preenchidos por codgulo
sanguineo (GI e GII), por selante de fibrina (GIII e GV) e por microesferas de hidroxiapatita
(GIV e GV). Os animais foram avaliados nos tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias. Aqueles
pertencentes ao GI receberam dieta convencional, enquanto os dos demais grupos receberam,
por via enteral, dieta pastosa com 900mg/Kg.dia do farmaco ranelato de estroncio. Apds a
coleta sanguinea, os animais foram eutanasiados. O estroncio e o cdlcio foram mensurados
por espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GFAAS) e espectrometria de
absor¢do atdmica com chama (FAAS), respectivamente. Observou-se que as concentragdes
plasmdticas de estroncio e de cdlcio, em 15 dias, foram, respectivamente: GI -
0,0005/2,5mmol/L; GII — 0,2/2,2mmol/L; GIII - 0,26/2,1mmol/L; GIV - 0,13/2,4mmol/L;
GV - 0,24/2,1mmol/L. No periodo de 45 dias as concentracdes obtidas foram: GI —
0,0006/2,5mmol/L; GII - 0,1/2,3mmol/L; GIII - 0,2/2,3mmol/L; GIV - 0,013/2,5mmol/L;
GV - 0,1/2,3mmol/L e em 120 dias GI foi de 0,00047/2,4mmol/L; GII — 0,04/2,3mmol/L;
GIII - 0,03/2,3mmol/L; GIV - 0,03/2,2mmol/L; GV - 0,03/2,3mmol/L. O grupo que fez uso
apenas da hidroxiapatita apresentou menor valor de concentragdes de estroncio
estatisticamente significantes (p<0,05) nos tempos de 15 e 45 dias. Na comparagdo de todos
os tempos bioldgicos, as concentragdes plasmaticas de estroncio foram menores em 120 dias,
com diferengas estatisticamente significantes. Conclui-se que a administracdo de ranelato de
estroncio produziu variagdes na concentracdo plasmdtica dos elementos estroncio e célcio. A
concentracdo plasmatica de estroncio aumentou apos a administragio de ranelato de estroncio.
Dentre os grupos em que houve administracdo de ranelato de estroncio, a menor concentracao
plasmética do estroncio foi observada no grupo com implanta¢do de hidroxiapatita. Entre os
grupos em que houve administracao de ranelato de estroncio, a maior concentracdo plasmatica
do célcio foi observada no grupo com implanta¢dao de microesferas de hidroxiapatita.

Palavras-chave: Engenharia tecidual. Materiais biocompativeis. Regeneracdo Ossea.
Estroncio. Calcio.



NASCIMENTO, Marion Alves do. Plasma levels evaluation of strontium and calcium in the
regeneration of critical defect in rat calvaria. 77f.11.2010. Thesis (Masters) - Institute of Health
Sciences, Federal University of Bahia, Salvador, 2010.

ABSTRACT

In the physiological process of bone regeneration, the strontium, in appropriate plasma
concentrations, shares, and replaces calcium, and can provide a better tissue remodeling. This
study aimed to measure the strontium and calcium concentrations in the blood plasma during
the repair of critical defect in the calvaria. 75 Rattus norvegicus of Wistar lineage, albine,
male and adult, divided into five groups (GI, GII, GIII, GIV and GV) were used. The critical
defects were filled with blood clot (GI and GII), by fibrin sealant (GIII and GV) and by
hydroxyapatite microspheres (GIV and GV). The animals were evaluated at the biological
time of 15, 45 and 120 days. Those belonging to GI received a conventional diet, while the
ones in other groups received, by enteric route, pasty diet with 900mg/Kg.day of the
strontium ranelate drug. After blood collection, the animals were euthanized. The strontium
and calcium were measured by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS)
and flame atomic absorption spectrometry (FAAS), respectively. It was observed that plasma
levels of strontium and calcium, in 15 days were respectively: GI — 0,0005/2,5mmol/L; GII —
0,2/2,2mmol/L; GIII - 0,26/2,1mmol/L; GIV - 0,13/2,4mmol/L; GV — 0,24/2,1mmol/L. In
the period of 45 days, the obtained concentrations were: GI — 0,0006/2,5mmol/L; GII -
0,1/2,3mmol/L; GIII — 0,2/2,3mmol/L; GIV - 0,013/2,5mmol/L; GV - 0,1/2,3mmol/L and in
120 days GI was 0,00047/2,4mmol/L; GII — 0,04/2,3mmol/L; GIII — 0,03/2,3mmol/L; GIV -
0,03/2,2mmol/L; GV - 0,03/2,3mmol/L. The group that had only hydroxyapatite showed less
strontium concentration statistically significant value (p<0,05) in 15 and 45 days. In
comparing all the times biological, the plasma concentrations of strontium were lower in 120
days with significant statistical differences. It is concluded that the administration of
strontium ranelate produced variations on the plasma concentration of the elements strontium
and calcium. The plasma concentration of strontium increased after the administration of
strontium ranelate. Among the groups were strontium ranelate was administered, the smallest
plasma concentration of strontium was observed in the group with hydroxyapatite
implantation, and the largest plasma concentration of calcium was observed in the group with
microspheres of hydroxyapatite implantation.

Keywords: Tissue Engineering. Biocompatible materials. Bone regeneration. Strontium.
Calcium.
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1 INTRODUCAO 8

Recentes avancos na drea da Bioengenharia Tecidual tém possibilitado o
desenvolvimento e o aperfeicoamento de biomateriais que se destacam em funcdo do seu
comportamento biolégico e da adesdo aos tecidos 6sseos, os quais enfatizam sua atuacido na

regeneracao 6ssea (ZAMBUZZI et al., 2006).

Os biomateriais sao materiais utilizados em tecidos vivos, para restaurar ou substituir
tecidos danificados (NAGEM FILHO et al., 2007). Podem possuir vérias formas de
apresentacdo (po, granulos, pastas, microesferas, dentre outros). As microesferas podem ser
utilizadas em procedimentos de cirurgias minimamente invasivas, como um sistema injetavel
em defeitos dsseos e possibilitam um aumento na velocidade de regeneracdo tecidual. Os
ceramicos, dentre os diferentes tipos de materiais, tém sido amplamente estudados e aplicados
na clinica como recursos regenerativos, substitutos de enxertos de osso autogeno (KAWACHI

et al., 2000; LEGEROS, 2002).

Um grande desafio da pesquisa atual reside em produzir biocerdmicas comerciais
biodegraddveis com caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas tais que, quando
implantadas nas regides lesadas, estimulem a osteogénese. Dessa forma, irdo propiciar a
formacdo de estruturas semelhantes a dos elementos da matriz extracelular, a mobilizagao,
expansdo e integracdo de populacdes de células regenerativas (NAGEM FILHO et al., 2007).
Uma das principais ceramicas usadas em aplicacdes clinicas que visam a regeneragdo dssea €
a hidroxiapatita (HA). Essa substancia possui composicdo quimica [Ca;o(PO4)s(OH),] que se
mostra similar a fase mineral dos tecidos calcificados e pode ser sintetizada com relativa
facilidade em laboratério; além de apresentar excelente biocompatibilidade, bioatividade e
osteoconducgdo, ela é capaz de se ligar quimicamente ao osso. Alguns metais, como 0
estroncio, podem ser acrescentados a estrutura da HA com o escopo de potencializar a
regeneracdo 6ssea. Isso ocorre porque o estroncio € incorporado pelas apatitas bioldgicas,
substituindo o cdlcio. Mediante a influéncia do plasma sanguineo, a superficie de uma
ceramica bioativa induz a biomineralizacdo da HA, que interage com a superficie do implante,

apos sua insercao em defeitos teciduais, caracterizando a primeira fase da HA (ANDRADE &

DOMINGUES, 2006).

Outro recurso também utilizado pela bioengenharia tecidual é o selante de fibrina, um
polimero natural que tem sido usado na producdo dos compoésitos de biomateriais, para
regeneracdo Ossea. Dessa forma, € necessario que o biomaterial esteja bem aderido ao tecido-
alvo e, para isso, na tentativa de resolver essa condi¢do, o selante de fibrina vem sendo

aplicado como agente aglutinante (OSATHANON et al., 2008). Vale salientar que, apds o
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contato com metais pesados, como o estroncio, o selante de fibrina pode ter a sua agdo

diminuida INFARMED, 2007).

O estroncio € um metal alcalino terroso pouco investigado na drea biomédica.
Entretanto, o interesse por esse metal cresceu apds o desenvolvimento da droga ranelato de
estroncio como agente antiosteopordtico. Essa droga € um sal de 4cido ranélico divalente,
com dois ions de estroncio estavel por molécula, que age simultaneamente no metabolismo da
reabsor¢do e da estimulacdo da formagao 6ssea com acdo dose-dependente (BOONEN, 2006;
GEOFFROQY et al., 2010). Desse modo, baixas concentragdes desse farmaco estimulam a
formacdo dssea, por meio de uma a¢do mediada por células, com foco de atuacdo em células
progenitoras. Em altas concentragdes, esse farmaco leva a uma mineralizacdo deficiente,
devido a uma interferéncia na diferenciacdo osteobldstica (VERBERCKMOES; BROE &
D'HAESE, 2003). O ranelato de estroncio tem sido administrado a pacientes com osteoporose
e, em baixas concentracdes (0,19 - 0,40%), € capaz de estimular a formacdo e a mineralizacdao
Ossea, através do aumento de niveis plasmdticos de Ca™ e Sr? (DAGANG; KEWEI &
YONG, 2008; VERBERCKMOES; BROE & D'HAESE, 2003; MARIE et al., 1985). Além
disso, administrado por via enteral, também pode influenciar os niveis plasméticos de outros

minerais, como o magnésio (Mg) e o fosfato (MARIE et al.,1985).

O célcio € um elemento essencial para todos os seres vivos, sendo o elemento metalico
mais abundante no corpo humano. A maior parte do célcio (90%) estd armazenada nos 0ssos,
mas ele também € encontrado nas células e no sangue. O nivel normal de cdlcio no plasma
humano € de 2,2 a 2,6mmol/L (8,8 a 10,4mg/dL), mas a sua concentracio como ion (Ca+2) é

(- 2
1,2mmol/L. Quando necessério, o Ca*™ desloca-se dos 0ssos para o sangue, para manter a sua
~ s . eqe ~ . +2 ,
concentracdo sérica. Entretanto, a mobilizacdo excessiva do Ca™ dos ossos acarretard

alterac@o no metabolismo geral do célcio (PINTO, 2008).

Nos fluidos bioldgicos, o estroncio e o cdlcio apresentam diversos graus de ligacdo a
proteinas plasmaticas e séricas. Ambos competem pelas proteinas presentes no soro € no
plasma sanguineo, além de compartilharem propriedades quimicas e fisioldgicas similares.
Alteragdes dos niveis desses elementos podem estar relacionadas a processos bioquimicos e
fisiolégicos, especialmente aqueles envolvidos no metabolismo e na reparagdo dssea. Isso
reveste o estudo desses elementos de grande importincia clinica. Nesse sentido, o objetivo
geral deste trabalho foi mensurar os niveis plasmaticos de Sr*? e Ca* durante o reparo de
defeito d6sseo preenchido com biomaterial em microesferas ceramicas de HA e selante de

fibrina.
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A utilizacdo de alguns biomateriais implantados no osso contribui para o

favorecimento de uma troca idnica dos elementos calcio e estroncio.

2.1 BIOMATERIAIS

A Bioengenharia Tecidual, por ser um campo multidisciplinar em expansdo, visa a
desenvolver, mimetizadamente, tecidos e 6rgdos, de modo a recuperar ou substituir a fungdo
dos tecidos e 6rgaos naturais (ARRIBANCA & CARDOSO, 2009). A bioengenharia tecidual
associa conhecimentos de grandes dreas da ciéncia, como a biologia e a engenharia, que sdo
aplicados atualmente na medicina reparadora. Diversos tipos de biomateriais de origem
bioldgica ou sintética sdo utilizados na prética da bioengenharia com o objetivo de melhorar,

tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do do corpo.

Geralmente, os biomateriais sido divididos em classes de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, tais como: metais, ligas, compdsitos, polimeros, ceramicas efc.
Mas, podem ser também categorizados de acordo com a resposta que produzem no tecido
vivo. Portanto, apresentam caracteristicas que os categorizam como materiais biologicamente
inertes, bioativos, biomiméticos e biocompativeis (MEROLLI & THOMAS, 2009). A
caracteristica de biocompatibilidade € nao induzir respostas teciduais ou imunoldgicas

adversas (NAGEM FILHO et al., 2007).

As primeiras pesquisas sobre o uso de materiais ceramicos como biomateriais foram
iniciadas por Albee em 1930, utilizando uma ceramica de fosfato tricdlcico para regenerar um
defeito 6sseo. Contudo, somente 50 anos depois € que comecaram a aparecer diferentes tipos
de ceramicas de fosfato de cdlcio — como materiais implantdveis —, para a aplicacdo na

medicina e na odontologia (COSTA et al., 2009).

Uma variedade de biomateriais — polimeros naturais e ceramicos — estd sendo usada
para produzir arcaboucos sintéticos. Eles agem como um guia e estimulam o crescimento do
tecido (COSTA et al., 2007), promovendo adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular, muitas
vezes mimetizando as propriedades histoldgicas da matriz extracelular (MEROLLI &

THOMAS, 2009). Tais caracteristicas possibilitam que os biomateriais se associem com
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moléculas sinalizadoras, envolvidas no controle do crescimento e da diferenciagcdo celular, e
que facam parte de um grupo distinto de fatores indutores que podem incluir células de
sustentacdo e mecanismo de ac¢do com propriedades de osteoindugdo, osteoconducdo,

osteointegracao e regeneracdo (NAGEM FILHO et al., 2007; TEIXEIRA, 2009).

Os biomateriais diferem na sua origem (bidgena ou sintética), composicao (biovidros,
alumina, hidroxiapatita, betatricalcio — fosfato, fosfato de cdlcio bifasico), forma fisica
(particulados, blocos, cimentos efc.) e pelas propriedades fisico-quimicas (NAGEM FILHO et
al., 2007). Dentre essas disposi¢des, destaca-se a de composi¢cdo, especificamente a
hidroxiapatita, por ser o principal constituinte da fase inorganica do osso. Devido a sua
similaridade com o tecido dsseo, a HA € um dos mais conhecidos materiais bioceramicos que
propicia a proliferagao de fibroblastos e osteoblastos. Portanto, na sua forma sintética, torna-
se substituta de osso humano em implantes dentdrios, por apresentar propriedades de
osteointegracdo, excelente biocompatibilidade, bioatividade e osteoconducio (COSTA et al.,

2009).

A descoberta de que osteoblastos podem crescer em revestimento de hidroxiapatita
artificial melhorou significativamente a possibilidade de se obter uma resposta favoravel a
implantacdo de um biomaterial. Os osteoclastos parecem ser também capazes de reabsorver a
hidroxiapatita (MEROLLI & THOMAS, 2009). Dessa forma, esse biomaterial reproduz o

processo fisiologico de aposi¢do e remocao que ocorre no 0SsoO Vivo.

As bioceramicas, principalmente a HA, tém sido vastamente utilizadas na clinica, em
virtude da semelhanga estrutural, quimica e fisica com a matriz mineral d6ssea. Esse
biomaterial possui vdrias formas de apresentacdo (pd, granulos, pastas, microesferas, dentre
outros), sendo que a apresentacdo na forma de microesferas pode ser utilizada como um
sistema injetdvel em cirurgias minimamente invasivas em defeitos &sseos, possibilitando,
portanto, um aumento na velocidade de regeneracdo tecidual. Vale salientar que, dentre os
diferentes tipos de materiais, os de tipo ceramico t€ém sido amplamente estudados e aplicados
na clinica como recursos regenerativos, substitutos de enxertos de osso autégeno (LEGEROS,

2002; KAWACHI et al., 2000).

As microesferas de bioceramicas podem ter composicdo variada, embora, uma
alterac@o na estrutura cristalina da hidroxiapatita pela adicao de fons de estrOncio promova
alteracOes fisico-quimicas no biomaterial (TERRA et al., 2009). Alguns estudos revelam que
ha maior deposi¢ao dos fons de estroncio em regides de maior metabolismo, o que aumenta a

atividade osteobldstica e interfere nos mecanismos de maturacdo e remodelacdo 6ssea (TTAN
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et al., 2009; WANG & YE, 2008). Portanto, o Sr*? — como um constituinte inorganico do
tecido 6sseo —, quando associado a hidroxiapatita, € capaz de promover regeneracdo Ossea

(TIAN et al., 2009).

E necessdrio, para que o biomaterial se aproprie de suas fungdes favordveis, que ele
esteja bem aderido ao tecido-alvo e permaneca estabilizado durante a sua aplicacdo no
defeito. Na tentativa de resolver essa limitacdo, o selante de fibrina tem sido muito utilizado,
por ser um polimero natural que entra na producdo dos compoésitos de biomateriais para
regeneracdo Ossea. Ademais, o selante de fibrina auxilia na cicatrizagdo por induzir
angiogénese e promover proliferacdo celular, podendo fornecer, por isso, um ambiente mais
condutor para regeneracdo do osso de forma acelerada (DUSSE et al., 2008; OSATHANON
et al., 2008). Em cirurgias, os selantes de fibrina sdo muitos utilizados no controle da

homeostase e na atuacao em suturas (TREDWELL et al., 2006).

2.2 ESTRONCIO

O estroncio tem se tornado atrativo para a prevencdo e tratamento da osteoporose.

2.2.1 Historico

O estroncio foi descoberto em 1790, mas s6 foi isolado em forma impura em 1808 por
Sir Humphrey Davy. O nome faz referéncia a cidade escocesa Strontian porque nela se
encontram altas concentragdes desse elemento em rochas de apatitas naturais (CABRERA et
al., 1999). O seu uso na medicina foi primeiramente descrito pela Squire’s Companion to the
British Pharmacopoeia em 1884. O estroncio foi usado em combinagdo com outros
compostos, tais como o salicilato, no tratamento de varias doencas como no cancer, diante de
uma base puramente empirica e sem conhecimento detalhado de sua ag¢do. Além disso, outros

fatores — como a falta de entendimento de suas propriedades, o desconhecimento dos seus
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efeitos adversos e toxicos na clinica e a associa¢@o indevida do estroncio radioativo com o do
estroncio estdvel — contribuiram para que o estroncio fosse esquecido gradativamente e caisse
em descrédito. Possivelmente, por causa dessa situacao, o trabalho inicial de Shorr & Carter e
de McCaslin & Janes sobre os efeitos benéficos do estrdoncio estdvel no tratamento da
osteoporose pdés-menopausa ndo recebeu atencdo suficiente, mas o seu primeiro uso na
osteoporose foi em 1950 (SKORYNA, 1981; TOURNIS; ECONOMOPOULOS & LYRITIS,
2006).

2.2.2 Quimica do estroncio

O estroncio pertence ao grupo 2A da tabela periddica com nimero atdmico 38,
apresenta massa molecular de 87,620 Da (LLINAS et al., 2006) e € considerado o 15°
elemento quimico em abundancia na crosta terrestre, onde é encontrado em concentracdes de
até 450mg/Kg. E um dos constituintes de apatitas naturais, nas quais a concentracio do metal
pode chegar a 73g/Kg. Em dgua do mar € o elemento-traco mais abundante, alcangcando
valores de 8mg/L. Em 4guas naturais € encontrado em concentracdes que variam de
0,021mg/L até 0,375mg/L. E um dos constituintes naturais de alimentos e bebidas, sendo que
carne, aves, vegetais e frutas contém baixas concentracdes desse elemento, variando de 0,3 a
5,1mg/Kg, enquanto que, em cereais, pode estar em concentracdes de até 25mg/Kg. O teor do
elemento na dieta humana varia de acordo com a drea geogréfica e o tipo de alimento

consumido (CABRERA et al., 1999).

O estroncio reage rapidamente com dgua e oxigénio. Portanto, € encontrado apenas na
natureza no estado de oxidacdo (+ 2). Na sua forma natural, ndo € radioativo e existe em
quatro formas isotdpicas estdveis: Sr** (0,6%), Sr*® (9,9%), Sr*’ (7,0%) e Sr*® (82,6%). Além
disso, vinte e dois isétopos radioativos sdo conhecidos. Os mais importantes sao Sr* e Sr”°, os

quais sdo formados durante operagdes de reatores e explosdes nucleares (WHO, 2010).
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2.2.3 Fisiologia do estroncio

Considerado um elemento-traco no ser humano, o estroncio estd distribuido no
plasma, fluido extracelular e tecidos moles, mas a sua maior parte estd localizada nos 0ssos e
dentes. E o segundo local mais importante é o sangue (CABRERA et al., 1999). As
concentracdes exatas de estroncio dentro do microambiente 6sseo ndo sdo ainda conhecidas.
Entretanto, ele se liga preferencialmente ao osso, transferindo-se rapidamente para a
superficie de cristais (hidroxiapatita) em curto prazo. Em longo prazo, o Sr*> permuta com o
Ca*® no mineral Gsseo e permanece ligado ao esqueleto (BLAKE & FOGELMAN, 2005).
Uma pequena fracdo de estroncio também parece estar incorporada no 0sso recentemente
formado. Durante tratamentos com ranelato de estroncio, foi observado que concentracdes de
estroncio apresentadas no osso podem exceder substancialmente os niveis, aproximadamente,

de 0,Immol, que estdo presentes no sangue (BROWN, 2003).

Estima-se que a concentragdo de estroncio no sangue humano varia de 27 a 53ug/L
(WHO, 2010). Em animais, a incorporagdo do estroncio nos ossos é diretamente relacionada a
dose administrada, aos niveis plasmaticos de estroncio, ao tempo de exposi¢ao e a renovacao
Ossea. Evidéncias experimentais in vivo abordam que a administracdo de estroncio em doses
baixas (4nmol/Kg.dia) atua na reabsor¢c@o, aumenta a formacdo 6ssea e reduz a perda dssea
em modelos animais com osteopenia (UNFER, 2006). Isso sugere que doses controladas de
estroncio podem ter um potencial benéfico no tratamento da osteoporose, pois dados indicam
que esse elemento pode inibir, em ratos, a diferenciacdo pré-osteoclastica em osteoclastos,
bem como aumentar a apoptose de osteoclastos em ratos (GRYNPAS et al., 1996; MARIE,
2006).

Marie (2006) destaca que o estroncio apresenta papel semelhante ao do célcio, pois
quimicamente sdo similares e, desse modo, induzem efeitos significantes nas células dsseas.
Nielsen (2004) salienta, em relacdo ao mecanismo homeostitico controlado por hormoénios
(principalmente o paratormonio e a calcitonina), que estes influenciam no equilibrio do célcio
extracelular, embora ndo haja confirmag¢do se o mesmo acontece para o estroncio. Todavia
existem diferencas comportamentais desses elementos nos processos fisioldgicos no que diz
respeito a contragdo muscular, coagulacio sanguinea, absor¢@o gastrintestinal, excrecao renal,
transferéncia placentdria e secrecdo mamadria. Unfer (2006) & Nielsen (2004) registram um
menor grau de participa¢do do estroncio na contragdo muscular e na coagulacdo sanguinea.

Tournis; Economopoulos & Lyritis (2006) ressaltam que, na concorréncia desses elementos
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no trato gastrintestinal, h4 uma menor absor¢do do estroncio no intestino em razdo do dtomo
deste ser maior do que o do célcio; como também, pelo mesmo motivo, nos tibulos renais ha

uma menor reabsor¢do do estroncio, sendo sua clearance trés vezes maior do que a do calcio.

O trato gastrintestinal representa a principal via de entrada do estrdncio no organismo.
Os seus mecanismos de transporte por meio da parede do intestino t€ém sido reconhecidos,
mas ndo demonstrados (CABRERA et al., 1999). O Sr** pode ser absorvido completamente
por difusdo passiva. Além da via gastrintestinal, a absor¢do do elemento pode também

acontecer pela via pulmonar e tegumentar (WHO, 2010). O rim € a principal via de excrecao.

De um modo geral, de acordo com Florez (1998), cerca de 75% dos diversos farmacos
administrados por via enteral sofrem metabolizagdes ao passarem pelo figado. Entretanto, o
estroncio, por ser considerado um cétion divalente, nao € metabolizado no figado; logo nao
inibi as enzimas do citocromo P450 (CORTINA & LOPES, 2008). Estas sdo pertencentes a
uma superfamilia de heme-proteinas as quais sdo distribuidas em todos os seres vivos e estdo
envolvidas no metabolismo de uma variedade de compostos quimicamente diferentes;
destacando-se, assim, dentre diversos sistemas enzimadticos responsaveis pelo processo de

metabolismo.

Diante da sua farmacocinética, a biodisponibilidade absoluta do estroncio se aproxima
de 25%, depois de administrado em uma dose oral de 2g em forma de granulado dissolvido
em agua. As concentragdes plasmdticas maximas sdo alcancadas de 3 a 5 horas depois de uma
dose tnica de 2g (id). Devido a sua lenta absorcao, deve-se evitar a ingestao de célcio antes e
durante a administracao do estroncio (LI et al., 2009). Nos fluidos bioldgicos, o estroncio e o
calcio apresentam diversos graus de ligacdo a proteinas plasmdticas e séricas, porém esta
ligacdao € fraca. Propriedades quimicas e fisiolégicas sdo compartilhadas por ambos os

elementos.

2.2.4 Mecanismo de acao do estroncio no 0sso

O estroncio, como um composto ranelato, vem sendo utilizado no tratamento da
osteoporose pos-menopausa. O ranelato de estroncio € um sal (diestroncico de acido 5- [bi

(carboximetil] amino) — 2 — carboxi — 4 — ciano — 3 - tiofenacético) (Figura 1), formado por
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uma substancia organica — o acido ranélico — e dois dtomos de estroncio estdvel (CORTINA
& LOPES, 2008; BASURTO et al., 2009). Ele € considerado como a primeira droga
antiosteopordtica que age simultaneamente na reabsor¢do e na formagdo 6ssea (MARIE,
2006). Outras terapias estdo disponiveis para tratar a osteoporose, mas alcancam apenas um
dos aspectos da remodelacdo O&ssea e apresentam-se como agentes anabdlicos ou
anticatabolicos. Portanto, os agentes anabdlicos, como os andlogos do paratormonio,
estimulam a osteoformacao; e os agentes anticatabdlicos, como os bifosfanatos, o raloxifeno,
a calcitonina e os estrégenos inibem a reabsorcao dssea (TOURNIS, 2007). A maioria dos
farmacos disponiveis para o tratamento da osteoporose impede a reabsor¢ao dssea; poucos sao

os que estimulem a formacdo do osso.
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Figural - Estrutura quimica do ranelato de estroncio.
Fonte — Eslava, Heras & Lépez et al., 2005.

O ranelato de estroncio € efetivo em varios estudos clinicos, nos quais tem aumentado
a densidade mineral 6ssea e promovido a reducdo dos riscos de fraturas vertebrais e nado-
vertebrais, incluindo as fraturas de quadril em mulheres pds-menopausa, além de melhorar os
marcadores circulantes de remodelagdao 6ssea (BASURTO, 2009). O mecanismo de a¢do do
ranelato de estroncio na regeneracio 6ssea ainda ndo estd completamente elucidado (BLAKE
& FOGELMAN, 2005; ZAMBURLINI; PEJOVIC’- MILIC” & CHETTLE, 2008). Estudos in
vivo com osteoblastos de ratos e seres humanos tém revelado que o ranelato de estroncio
reduz a diferenciacdo e a atividade osteocléstica, e, em conseqiiéncia, também a reabsor¢ao

Ossea de forma dose-dependente (AMMANN et al., 2007; BASURTO et al., 2009). Ademais,
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sua atividade osteoformadora destaca-se pela proliferacdo dos pré-osteoblastos, o que leva a
um aumento da sintese da matriz dssea através dos osteoblastos (Figura 2). Essas provas da

acdo do ranelato de estroncio in vitro t€ém sido apoiadas em estudos in vivo.

O mecanismo molecular mediante o qual o estroncio exerce agdes nas células dsseas
ainda é completamente desconhecido. Alguns estudos indicam que a interacdo do estroncio
com o receptor sensivel ao cdlcio (CaR) ou com um novo mecanismo sensivel a cations,
distinto do CaR, poderia ser uma das explicacdes do seu mecanismo de acdo (RUIZ et al.,
2009). O CaR ¢é um receptor acoplado a proteina G, que exerce um papel essencial na

regulacdo da homeostase do célcio extracelular.
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Figura2 - Mecanismo de acdo do ranelato de estroncio.
Fonte — Adaptado de Cortina & Lopes, 2008.

Fundamentos experimentais indicam que doses terap€uticas de ranelato de estroncio
ndo alteram a deposicdo de minerais no osso em todas as espécies estudadas, incluindo a
humana (BAZOT; DELANNOY & MARIE, 2002). Por outro lado, indicam também que o
efeito seja dose-dependente, pois a administracdo de baixas quantidades em pacientes com
osteoporose tem sido capaz de estimular a formacdo e a mineralizacdo O&ssea
(VERBERCKMOES; BROE & D'HAESE, 2003; WANG & YE, 2008). O ranelato de
estroncio, em doses de 225 a 900mg/Kg.dia, melhorou a resisténcia 6ssea no tratamento de

vértebras de ratos (AMMANN; ROBIN & SHEN, 2004), embora tenha sido mostrado que
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altas doses de estrncio na dieta produzem, em animais experimentais jovens, sem
suplementagdo de cdlcio, raquitismo tempordrio. Essa desordem € decorrente da redugdo na
absorc¢do intestinal do célcio, por conta da inibi¢ao na conversido de 25- hidroxicolecalciferol

em 1,25 - diidroxicolecalciferol (1,25-DHCC) (GRYNPAS & MARIE, 1990).

A administragdo prolongada de estroncio em doses de 1800mg/Kg.dia ndo produziu
efeitos deletérios na mineralizagdo dssea em camundongos. Nesse mesmo estudo, ainda foi
observado que a administra¢do de ranelato de estroncio resultou em diferencas nos animais de
acordo com o género, pois efeitos mais agudos estavam presentes na formacdo éssea em
camundongos machos e um efeito inibitério na reabsor¢do em camundongos fémea (BAZOT
& DELANNOY & MARIE, 2002). De acordo com Marie et al. (2001), estudos in vitro
sugeriram que o estroncio inibiu diretamente o recrutamento e a atividade dos osteoclastos e,
conseqiientemente, reduziu a reabsorcao. Além disso, o estroncio aumentou a replicagdo pré-

osteoblastica e a sintese de coldgeno, favoraveis ao mecanismo da formagdo Ossea.

Baixas doses de estroncio, administradas via oral, estimularam, em ratos, a formacao
Ossea sem alterar a reabsor¢do, mesmo ocorrendo, apds quatro semanas de tratamento,
hipocalcemia transitéria (MARIE et al., 1985). Por outro lado, o tratamento de pacientes
osteopordticos com pequenas doses de estroncio tem sido bem sucedido em melhorar a
densidade 6ssea vertebral (JANES & McCASLIN, 1959; SHORR & CARTER, 1952). Apés
um ano de tratamento com ranelato de estroncio em um grupo de mulheres, autores
mostraram que houve redu¢do do nimero de fraturas de vértebras em 59% e de colo de fémur
em 41% (AMMANN; ROBIN & SHEN, 2004; CEBESOY et al., 2007). Apds trés anos de
tratamento, a reducdo foi de 32% para fraturas de vértebras e 31% para fraturas de colo do
fémur. Eslava; Heras & Lopez (2005) destacam que mulheres com osteoporose, ao serem
tratadas com carbonato de estroncio em doses de 6 a 8mmol/Sr.dia, durante 6 meses,
apresentaram melhora na formagdo Ossea, o que favorece o aumento da quantidade de

osteoblastos e da quantidade da matriz, sem afetar a mineraliza¢do do o0sso.

Estudos realizados por Rocha et al. (2005) em camundongos sugeriram que os efeitos
do estroncio no osso dependem da dose e que, mesmo baixas doses (dieta com estroncio < 4
g/L)) podem ocasionar aumento da taxa de formacdo e da densidade dssea trabecular. Essa
observacdo pode ter aplicacOes terapéuticas, particularmente em doencas caracterizadas por
acelerado processo de remodelamento 6sseo e desmineralizacdo. Por outro lado, uma dieta
com altas doses de estroncio (> 4g/L) pode causar hipocalcemia, pela inibi¢do da sintese da

1,25 diidroxicolecalciferol e da absorcdo intestinal do célcio, o que afeta o metabolismo
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Osseo. Entretanto, nestes mesmos estudos, ao receberem doses intermedidrias (3g/L) de

estroncio em dgua, os camundongos com disfun¢do renal apresentaram osteomal4cia.

A administra¢do de baixas doses (< 4mmol/Kg.dia), em ratos tratados com estroncio,
ndo causou efeitos toxicos nas células ésseas ou na mineralizacdo 6ssea; mas, quando foram
administradas doses altas (8,75mmol/Kg.dia), o estroncio em forma de carbonato de estroncio
induziu anormalidades esqueléticas, como raquitismos; defeitos na mineralizagdo; e alteracoes
do perfil mineral, sobretudo em animais com dieta baixa de cdlcio (ESLAVA; HERAS &
LOPEZ, 2005). Nesse mesmo estudo, em ratas ovariectomizadas, doses de 0,3 a
1,2mmol/Kg.dia preveniram a perda do osso trabecular. Marie et al. (2001) relataram que
concentragdes equimolares de calcio e estroncio podem debilitar seriamente o crescimento de

ratos jovens, e que tal efeito é reversivel.

2.3 CALCIO

O célcio € um metal alcalino terroso, pertence ao grupo 2A da tabela periddica,
apresenta nimero atdomico 20 e peso molecular 40,078 Da. Foi isolado pela primeira vez em

1808, em forma impura, por Sir Humphrey Davy.

O célcio estd armazenado em 90% nos tecidos dsseos e dentdrios, 0s quais, junto com
o fosfato, formam os cristais de hidroxiapatita, resultando nos componentes inorganicos e
estruturais do esqueleto. Esse mineral dsseo estd em constante equilibrio de troca com o
liquido intersticial e, por isso, hd um balango entre reabsor¢do e formacdo dssea, o que leva o
tecido 6sseo a integridade. O nivel normal de célcio no plasma sangiiineo € de 2,2 a
2,6mmol/L (8,8 a 10,4mg/dL), apresentando-se em trés formas diferentes: (a) complexado
com os anions citrato e fosfato; (b) ligado as proteinas, principalmente a albumina; e (c)

ionizado em uma frag¢do biologicamente ativa, com uma concentracao de 1,2mmol/L.

O Ca* desempenha papel-chave em muitos processos fisioldgicos, tais como na
manutencdo da integridade do esqueleto, na coagulacdo sanguinea, na contracdo muscular e
na transmissdo de impulsos nervosos (SHARAN er al, 2008). Um complexo sistema

homeostatico (Figura 3) é designado para a manuten¢@o da concentracdo de Ca*? extracelular,
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por meio da secrecdo de hormodnios reguladores de calcio, como o paratormdnio (PTH) e a
calcitonina, produzidos, respectivamente, pelas glandulas paratiredides e pela tiredide
(GONZALEZ & SILVA, 2006). Associado a essa manutencao, o calcitriol (vitamina D ativa)

também atua para regular a concentracdo do Ca* nos liquidos extracelulares.

O PTH ¢ o principal regulador do metabolismo do célcio, sendo liberado sempre que o
nivel plasmatico de Ca*? cai abaixo dos limites normais, € sua célula-alvo no tecido 6sseo € o
osteoclasto, aumentando, assim, a atividade reabsortiva (VERONEZE, 2008). Além dessa
funcdo, o PTH também inibe a reabsor¢ao de fésforo no filtrado glomerular, estimula a
sintese de calcitriol nos tibulos proximais renais e aumenta indiretamente a reabsor¢ao
intestinal do cdlcio e do fésforo intestinal. Quando a concentragdo de Ca*? diminui, a secrecao

do PTH € estimulada (GASPARINI et al., 2007).

A calcitonina produz efeito oposto, ao participar da homeostase esquelética como
reguladora do metabolismo mineral e dsseo, interferindo, assim, na acdo do PTH em manter a
massa 6ssea (GUYTON, 1996). Esse processo € devido a acdo da calcitonina, que diminui a
concentracdo de cdlcio no sangue, tendo sua agdo contraria a do PTH o qual aumenta a
quantidade de célcio no sangue. O cdlcio extracelular é responsavel por diversos processos:
manuten¢do do célcio intracelular, mineralizagdo Ossea, coagulacdo sanguinea, manutengdo
do potencial da membrana, contracdo muscular e pela acdo do cdlcio, como segundo

mensageiro nas atividades enzimaticas e na secre¢cdo hormonal (VERONEZE, 2008).

O Ca** é biologicamente ativo, firmemente regulado por horménios, e origina-se tanto
da absor¢do no intestino delgado quanto da reabsorcdo dos ossos, sendo mantido sempre sob

um rigido controle homeostético.

O esqueleto tem, ao nascimento, aproximadamente 25g de célcio e, na idade adulta,
cerca de 1200g. Essa diferenca na quantidade de cdlcio estd também condicionada a uma dieta
do dia a dia, que mantém o constante processo de reabsorcdao e formacao do tecido dsseo, a
fim de que se tenha célcio disponivel para as demais fun¢des do corpo. Afinal, se o organismo
ndo recebe calcio suficiente na dieta, esse mineral serd extraido dos 0ssos automaticamente

(DI BERNARDO et al., 2005).

A homeostase do cdlcio depende de algumas varidveis, tais como crescimento,
consumo de cdlcio, vitamina D e de hormdnios (LOPEZ, 2009). A vitamina D executa um

papel-chave para a absor¢cdo do célcio, pois ela forma, nos rins, o hormodnio 1,25 -
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diidroxicolecalciferol (1,25-DHCC), o qual estimula a absor¢do intestinal do cdlcio

(VERONEZE, 2008).
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Fonte — Elaboragao nossa.
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3.1 GERAL

Mensurar o estroncio e o cdlcio em amostras de plasma durante a reparagdo 6ssea em

ratos tratados com ranelato de estroncio.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar os niveis plasmaticos do estroncio durante o reparo de defeito critico na
calvdria de rato, preenchido com biomaterial em microesferas ceramicas de hidroxiapatita e

selante de fibrina.

Avaliar os niveis plasmaticos do célcio durante o reparo de defeito critico na calvdria
de rato, preenchido com biomaterial em microesferas ceramicas de hidroxiapatita e selante de

fibrina.
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Dentre os procedimentos relatados a seguir, destacam-se os biomateriais, o formaco, o

procedimento cirdrgico e a andlise laboratorial do estroncio e do calcio.

4.1 BIOMATERIAIS

Foram utilizados dois biomateriais: selante de fibrina (Tissucol®) e as microesferas de
hidroxiapatita. Estas foram desenvolvidas, preparadas e fornecidas pelo Centro Brasileiro de

Pesquisas Fisicas (CBPF).

As amostras de hidroxiapatita estequiométrica foram sintetizadas pelo método de
precipitacdo por via imida com razao molar dos fons [Ca]+2/[PO4]-3 = 1,67, em condicdes
reacionais apropriadas a formac¢@o de um material com uma unica fase cristalina ilustrada pela

reacao:
10 Ca(NO3), + 6 (NH4),HPO4 + 8 NH4OH — Ca;o(PO4)s(OH), + 6 H,O + 20 NH4NO3

A sintese foi realizada a partir da adi¢do de uma solu¢cdo com ions fosfato a uma

solucdo com fons célcio em condi¢des reacionais propicias a formagao do precipitado.

A solugdo de nitrato de calcio 0,2M foi colocada dentro do baldo onde foi realizada a
reacdo de precipitacdo, sob agitacio e temperatura de 90°C, sendo entdo adicionada a solugdo
de fosfato dibdsico de amonio com auxilio de uma bomba peristéltica. A mistura permaneceu
sob agitacdo, sob a mesma temperatura, por mais duas horas, para a maturagao do precipitado
formado, sendo em seguida filtrada em funil de Buckner e lavada por ressuspensao com dgua
Milli-Q a 90°C até se obter pH=7,0 na dgua de lavagem. O sélido obtido foi seco em estufa a

80°C por 24 horas.

Com o uso de uma unica seringa, as microesferas foram formadas com didmetro entre
250 e 425um (Figura 4). Apds 24 horas de incubacdo, em temperatura ambiente, estas foram
recolhidas com uma peneira apropriada e, entdo, sinterizadas em rampa de aquecimento até

1100°C.

Antes de serem utilizadas, as microesferas foram preservadas em tubos eppendorfs, que

foram esterilizados em autoclaves a 120°C por 30 minutos.
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Figura4 - Microesferas de hidroxiapatita.
Fonte — Elaboragio nossa.

A caracterizag¢do da hidroxiapatita foi realizada por meio da difracao de raio X (DRX)
(Figura 5); espectroscopia de absor¢ao no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

(Figura 6); e microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 7).
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Figura 5 — Caracteriza¢do da HA por meio da DRX.
Fonte - CBPF.
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A DRX (Figura 5) apresenta os principais picos de uma hidroxiapatita

[Ca;o(PO4)s(OH),] padriao, de acordo com a ficha padrio PCPDFWIN 09.0432. E possivel

observar pelo eixo y que a amostra tem picos bem finos e uma alta intensidade, caracteristico

de amostra com alta cristalinidade.
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Fonte

— Caracterizagdo da HA por meio da FTIR.
— CBPF.

A FTIR (Figura 6) indica os grupos funcionais de

uma hidroxiapatita

[Ca;o(PO4)s(OH),] padrao, com as bandas de vibra¢do apontadas. A largura das bandas indica

que a HA apds a sinterizagdo tornou-se muito cristalina e que ndo perdeu nenhuma de suas

caracteristicas elementares. E constituida pelas bandas de OH em 3574cm™ e 630cm™ e as

bandas de fosfatos nas regides de 1000cm™ a 1100cm™ e 500cm™ a 600cm™, respectivamente.

A HA em microscopia eletronica de varredura (Figura 7) pode ser observada uma

morfologia porosa, esférica e de tamanhos homogéneas.
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Figura 7 — Imagem da HA por meio da MEV.
Fonte - CBPF.

Foi utilizado selante de fibrina (Tissucol®), formado a partir de proteinas do plasma
humano, especificamente fibrinogénio e trombina, acrescido de uma proteina bovina, a

aprotinina (Figura 8).
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Figura 8 — Selante de fibrina (Tissucol®)
Fonte — Elaboragao nossa.
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4.2 FARMACO

O ranelato de estroncio (Protos®) é um sal composto por dois dtomos de estroncio
estdvel e uma substancia organica, o dcido ranélico. Cada saqueta de ranelato de estroncio
contém 2g de granulos para suspensdo oral. Seus excipientes sdo aspartame, maltodextrina e

manitol (Figura 9).

L — " f e -
PROTOS " 2g

ranelato de estroncio 2g
Granulado para suspensao oral

AMOSTRA
GRATIS

Figura9 — Ranelato de estroncio (Protos®).
Fonte — Elaboragdo nossa.

4.3 ANIMAIS

O experimento foi realizado no Biotério da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), em conformidade com os principios aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em

Animais (CEUA) dessa Instituicdo (Anexo A).

Foram utilizados 75 Rattus norvegicus da linhagem Wistar, albinos, machos, adultos,
com massa corpdrea de 350 a 400g, de trés a quatro meses de idade. A quantidade de animais

(n=5) foi baseada pelos estudos de Paula e al.(2009) e Marie et al. (1985).

Todos os animais do estudo foram mantidos durante todo periodo experimental em

caixas identificadas e autoclavadas, forradas com maravalha de pinus autoclavada e trocada
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diariamente, alimentados com racdo sélida Labina (Purina, Paulinia, SP, Brasil) e dgua ad

libidum, mantidos em condi¢des ambientais controladas de temperatura e luminosidade.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para a formagao de cinco grupos, cada
um deles composto por 15 animais, os quais foram avaliados nos tempos bioldgicos de 15, 45

e 120 dias pds-operatérios (Tabela 1):

Grupo I — Grupo controle A: defeito 6sseo critico preenchido apenas por codgulo

sanguineo, submetido a dieta convencional.

Grupo II - Grupo controle B: defeito dsseo critico preenchido apenas por codgulo
sanguineo, submetido a dieta com 900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio - Protos®-

Laboratoério Servier.

Grupo III — defeito 6sseo critico preenchido por selante de fibrina (Tissucol®),

submetido a dieta com 900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio - Protos®- Laboratério Servier.

Grupo IV — defeito 6sseo critico preenchido por microesferas de hidroxiapatita,

submetido a dieta com 900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio - Protos®- Laboratério Servier.

Grupo V — defeito 6sseo critico preenchido por microesferas de hidroxiapatita e
selante de fibrina (Tissucol®), submetido a dieta com 900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio -

® .. )
Protos - Laboratdorio Servier.

Tabela 1 — Distribui¢do de animais de acordo com os grupos e tempos bioldgicos (dias).
Tempos biologicos Grupos
GI GII GIII GIV GV Total
15 dias 5 5 5 5 5 25
45 dias 5 5 5 5 5 25
120 dias 5 5 5 5 5 25
Total 15 15 15 15 15 75

Os animais pertencentes ao grupo GI receberam somente a dieta convencional com

racdo solida Labina (Purina, Paulinia, SP, Brasil) durante todo o experimento.
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Os animais pertencentes aos grupos GII a GV receberam uma dieta pastosa, preparada

e administrada como se descreve a seguir.

A racdo sdlida foi triturada e logo em seguida distribuida para cada animal em seus
respectivos recipientes na quantidade de 7900mg. Em seguida, foram adicionadas

900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio e SmL de dgua, para formar uma dieta pastosa.

Esse composto comecgou a ser administrado na manha do dia seguinte a cirurgia. A
referida dieta foi administrada durante todas as manhas que se seguiram. No entanto, antes de
receber o composto, os animais dispunham para consumo apenas de agua ad libidum.
Somente apds o consumo de todo o composto, o que se deu de maneira mais intensa ao passar
do quarto dia pds-cirdrgico, os animais se alimentavam normalmente com a ragdo solida e

agua ad libidum. Vale ressaltar que eles consumiam toda a dieta pastosa apds duas horas.

4.4 TECNICA CIRURGICA

A técnica cirdrgica (Figura 10) empregada foi a mesma utilizada por Takagi & Urist
(1982). Os animais foram anestesiados com inje¢des intramusculares de cloridrato de
quetamina (Vetaset®) na propor¢do de 0,12mL/100g de peso, enquanto a analgesia e a
sedacdo foram realizadas com injecdes, aplicadas também via intramuscular, de cloridrato de
xilazina (Copazine® 2%), na proporcio de 0,06mL/100g de massa corpérea. Em seguida,
foram tricotomizados na regido da calvdria, onde foi realizada uma antissepsia do campo

operatdrio com dlcool iodado, e posicionados em decubito ventral para acesso a calvéria.

Foi realizada uma incisdo cutianea bicoronal com ldmina de bisturi n°. 15 (Bencton
Dickinson), com aproximadamente 3,0cm de extensdo, seguida de divulsdo e elevacdo do
retalho para acesso ao peridsteo. O proximo passo consistiu em incisar € remover o peridsteo,

para expor o tecido dsseo.

O defeito critico' foi realizado com uma fresa trefina de 8,5mm de didmetro externo
(Dentoflex®), montada em contra Angulo com reducdo de 1:16, acoplada a um motor cirdrgico

(Driller BLM 350) de 1500rpm, sob irrigacdo constante com solucdo fisioldgica;

! Lesdo 6ssea que ndo possui capacidade reparadora espontinea (BRAZ er al., 2003).
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confeccionou-se, na porcdo mediana da calvdria, entre os vértices das suturas anterior e
posterior, o defeito dsseo, transfixado com aproximadamente 1,0mm de espessura, obtida pela
remog¢ao total da calvéaria. Por fim, o biomaterial foi implantado no defeito, ou nao,
procedimento seguido pela reposi¢do e sutura do retalho com fio de seda 4.0 (Ethicon —

Johnson & Johnson).
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Figura 10— Procedimento cirdrgico na calvdria dos animais: (A) Tricotomia; (B) Antissepsia;
(C) Incisao; (D) Exposi¢do da calvdria intacta; (E) Provocacdo do defeito critico;
(F) Defeito critico; (G) Colocagdo do biomaterial; (H) Sutura.

Fonte — Elaborag@o nossa.
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4.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Os animais foram anestesiados e sedados. Em seguida, posicionados em decubito
dorsal; localizou-se o coragdo, colocando o dedo indicador sobre o térax entre a 4* e a 6*
costela; ao perceber os batimentos cardiacos, introduziu-se a agulha perpendicularmente a
parede torécica (Figura 11). Nos grupos I a V, o sangue foi coletado em tubos a vicuo de
6mL, livres de metais, com heparina sédica (Bencton & Dicson®) (Figura 12). A coleta
ocorreu nos tempos bioldgicos 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 dcido nitrico a 10%. As amostras

foram armazenadas a -22°C até o momento da analise.

Ap6s a coleta, os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésico, nos tempos

bioldgicos previstos de 15, 45 e 120 dias.

Figura1ll - Técnica de coleta das amostras:
Puncio cardiaca.
Fonte — Elaboragio nossa.
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Figura 12 - Materiais da coleta das amostras:
Tubos de coleta a vacuo, com
heparina sddica, adaptador e
agulha.

Fonte — Elaboragio nossa.

4.6 ANALISE LABORATORIAL

As mensuracdes do estroncio e do célcio no plasma sanguineo foram realizadas,
respectivamente, mediante espectrometria de absorcdo atdomica, com forno de grafite e

espectrometria de absor¢do atbmica com chama.

4.6.1 Dosagem de estroncio

As concentracdes de estroncio no plasma foram determinadas por meio da
espectrometria de absor¢do atdmica, com forno de grafite (GFAASZ) (Figura 13). Essa técnica
apresenta alta sensibilidade, especificidade e seletividade para quantificar elementos cujos
teores estdo geralmente muito baixos em amostras bioldgicas (D’HAESE et al., 1997). O
equipamento utilizado foi o espectrometro Varian AA240Z, acoplado ao forno de grafite GTA

120 com o auxilio do amostrador automdtico PSD 120. A fonte de luz foi uma lampada de

2 Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry.
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catodo oco, usada em 25mA a 460.7nm. As condicdes de temperatura padronizadas foram as
seguintes: secagem — evaporacdo do solvente (70-120°C); carbonizagdo — remog¢do da matéria
organica ou dos componentes volateis da matriz (1000°C), ambas sob fluxo de argdnio de 0,3
L/min; e a atomizagdo — que gera uma nuvem do metal no estado elementar quando ¢é feita a
leitura a 2600°C. Apenas 8ul. da amostra foram transferidos para o tubo de grafite

particionado, revestido piroliticamente.

As amostras foram preparadas de acordo com o método descrito por D’HAESE et al.
(1997). Nesse procedimento, 400uL da soluc¢do diluente [Triton X-100 0,1% em HNO; 0,2%
(Suprapur, Merck®)] foram pipetados diretamente para os frascos do amostrador automético
e, em seguida, adicionados a 100uL do plasma, com agitagdo. Essa diluicdo (1:5) foi
suficiente para que os niveis plasmaticos normais ficassem dentro da faixa da curva de
calibracdo que foi a de 2,5 a 20ug/L. As amostras dos animais tratados com ranelato de

estroncio sofreram dilui¢do mais elevada (1: 1000).

Todas as amostras foram preparadas em duplicata, e cada uma delas foi também,
injetada no GFAAS em duplicata, sendo aceita somente uma variacao intrainjecdo menor que
10%. O limite de detec¢do do método foi de 1ug/L. A precisdo intrabateria, em amostra de
plasma humano (n=5, 25ug/L), calculada como coeficiente de variacdo, foi <1%. Por falta de
uma amostra de referéncia certificada, a exatidao (99,6%) foi calculada como recuperacdo em
plasma humano, adicionando-se 10ugSr/L. Todas as vidrarias, ponteiras e outros recipientes
foram previamente descontaminados por imersdao em solucdo de &4cido nitrico a 10% e

enxaguados em dgua pura Tipo I (Milli-Q, Millipore®).

Figura 13— Aparelho de Espectrometria de Absor¢do
Atdmica com Forno de Grafite.
Fonte — Acervo do Laboratério de Toxicologia da

Faculdade de Farmacia da UFBA.
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4.6.2 Dosagem de calcio

As concentragdes de Ca no plasma foram determinadas por espectrometria de
absor¢do atbmica com chama (FAAS3 ) (Figura 14). Essa é uma técnica bastante utilizada para
analisar elementos em niveis de mg/L. O equipamento utilizado foi o espectrdmetro Varian
55B equipado com queimador de ar-acetileno. A fonte de luz foi uma lampada de cdtodo oco,

usada em 10mA a 422,7nm.

O método empregado na preparacdo e andlise do Ca plasmadtico foi adaptado a partir
do descrito por Welch; Hamar & Fettman (1990). Uma aliquota do plasma dos animais foi
precipitada com igual volume de é&cido tricloroacético (Merck) a 5%. Em seguida, o
sobrenadante foi diluido na proporgdo 1:50 com solugdo de cloreto de lantdnio (JT Backer®) a
0,1%. Todas as amostras foram preparadas em duplicatas e aspiradas no FAAS. Foi registrada
a média de trés leituras, observado o coeficiente de variacdo menor que 5%. O equipamento
foi calibrado com solugdes-padrao de calcio (1 a Smg/L), preparadas em &cido nitrico 0,2%.
Para fins de controle de qualidade, amostras de referéncia de soro humano Lyphocheck Nivel
1 (Bio-Rad®) foram analisadas repetidamente (n=6) durante a corrida das amostras. A

exatidao e precisdo observadas foram 103,3% e 98,8%, respectivamente.

Figura 14 - Aparelho de  Espectrometria de
Absor¢do Atdmica com Chama.
Fonte — Acervo do Laboratério de Toxicologia

da Faculdade de Farmacia da UFBA.

3 Flame Atomic Absorption Spectrometry.



4 MATERIAIS E METODOS ¥

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi criado no Excel 2003 e analisado no software R (versdo 2.12.0),
tendo sido realizada a correcdo dos dados digitados, com o objetivo de eliminar possiveis
erros. Foi feita uma andlise descritiva (mediana, 1° e 3° quartis), com a finalidade de
identificar as caracteristicas gerais e especificas da amostra estudada. Para testar a

normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.

Para verificar a existéncia de diferencas significativas das concentra¢des plasmaticas
de estroncio e de célcio, de acordo com o grupo intervencao, e também para comparar cada
grupo de intervencdo de acordo com os tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias, foi utilizado o
teste Exato de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste Exato de Mann-Whitney (sem corre¢ao
de Bonferroni). O nivel de significancia estabelecido para este trabalho € de 5%. Os
resultados obtidos serdo apresentados de forma descritiva, formulados em Word, com tabelas

e figuras comparativas.
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As concentracdes plasmdticas encontradas do Sr*? e do Ca** de cada animal dos cinco
grupos experimentais para os tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias podem ser visualizadas

nas Tabelas 2,3,4¢e5,6¢7.

As Figuras 15, 16, 17 18, 19 e 20 representam as concentracdes plasmaticas de Sr*” e

Ca*? entre os grupos, nos tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias.

5.1 COMPARACAO DAS CONCENTRACC)ES PLASMATICAS DO ESTRONCIO
ENTRE OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 15 DIAS

A Figura 15 exibe os resultados obtidos quanto a comparagdo das concentragdes

plasmdticas de Sr*%, no tempo biolégico de 15 dias.

Tabela 2 — Grupos e concentragdes do estroncio no tempo biolégico de 15 dias.

Grupos e tempo bioldgico del5 dias

Concentrac¢des do Sr*? (mmol/L)

Sujeitos GI (Crtl)  GII (Sr) GII (SF + Sr) GIV (HA+ Sr) GV (HA+ SF + Sr)

S1 0,00042 0,20 0,02 0,07 0,13
S2 0,00049 0,20 0,23 0,09 0,24
S3 0,00050 0,20 0,30 0,13 0,24
S4 0,00054 0,30 0,30 0,14 0,30

S5 0,00057 0,30 0,06 0,17 0,30
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Figura 15 — Concentragdes plasmdticas do estroncio entre os grupos, no tempo biolégico de 15 dias.
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Foi possivel constatar que, no tempo bioldgico de 15 dias, em todos os grupos, as
concentracoes plasmaticas de estroncio aumentaram, apresentando estatisticamente diferencas
significantes (p<0,05), quando comparadas as do grupo de controle. Os teores de Sr*?
encontrados no GI variaram entre 0,00042 a 0,00057mmol/L; no GII, de 0,2 a 0,3mmol/L; no
GIII, de 0,02 a 0,3mmol/L; no GIV, de 0,07 a 0,17mmol/L; e no GV, de 0,13 a 0,3mmol/L
(Tabela 2). A relacdo entre GII e GIV e a de GIV e GV mostra também uma alteracao
significante para o Sr*”. Ndo foi observada alteracio estatisticamente significante entre GII e

GIII; GIl e GV; GIll e GIV; GIll e GV.

5.2 COMPARACAO DAS CQNCENTRAC()ES PLASMATICAS DE CALCIO ENTRE OS
GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 15 DIAS

A Figura 16 mostra os resultados obtidos quanto a comparagdo das concentragdes

plasmiticas de Ca*%, no tempo bioldgico de 15 dias.
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Tabela 3 — Grupos e concentragdes do cdlcio no tempo biolégico de 15 dias.

Grupos e tempo bioldgico de 15 dias

Concentragdes do Ca® (mmol/L)

Sujeitos GI(Crtl) GII(Sr) GHI(SF+Sr) GIV (HA+Sr) GV (HA+ SF + Sr)

S1 2,5 2,1 2,1 2,3 2,1
S2 2,6 2,2 2,1 2,4 2,0
S3 2,4 2,2 2,1 2,6 2,3
S4 2,8 2,0 2,3 2,5 1,9
S5 2,4 2,2 2,3 2,4 2,1
Figura 16 — Concentracdes plasmaticas do cdlcio entre os grupos, no tempo biolégico de 15 dias.
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Foi possivel observar que, no tempo biolégico de 15 dias, em todos os grupos, as
concentracdes plasmaticas de Ca*> foram diminuidas, com diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05), quando comparadas as do grupo de controle, exceto para o GIV. Os
teores de Ca*> encontrados no GI variaram entre 24 a 2,8mmol/L; no GII, de 2,0 a
2,2mmol/L; no GIII, de 2,1 a 2,3mmol/L; no GIV, de 2,3 a 2,6mmol/L; € no GV, de 1,9 a
2,3mmol/L (Tabela 3). A associacao entre GII e GIV, GIII e GIV, GIV e GV revela também
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uma alteragfo significante para o Ca'", mas nio houve diferencas estatisticas significantes

entre Gll e GIII, GII e GV, e GIll e GV.

5.3 COMPARACAO DAS CONCENTBACC)ES PLASMATICAS DO ESTRONCIO
ENTRE OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 45 DIAS

A Figura 17 resume os resultados obtidos quanto a comparacdo das concentragdes

plasméticas de Sr*2, no tempo bioldgico de 45 dias.

Tabela4  — Grupos e concentracdes do estroncio no tempo bioldgico de 45 dias.

Grupos e tempo biolégico de 45 dias

Concentracdes do Sr*? (mmol/L)

Sujeitos  GI(Crtl) GII (Sr) GII (SF+Sr) GIV (HA+Sr) GV (HA+ SF + Sr)

S1 0,00052 0,03 0,11 0,009 0,04
S2 0,00059 0,04 0,11 0,009 0,10
S3 0,00060 0,10 0,20 0,013 0,10
S4 0,00060 0,10 0,20 0,013 0,10

S5 0,00064 0,11 0,20 0,015 0,10
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Figura 17 - Concentracdes plasmadticas do estrdncio entre os grupos, no tempo bioldgico de 45 dias.
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Notou-se que, no tempo bioldgico de 45 dias, em todos os grupos, as concentragdes
plasmdticas de Sr*? aumentaram, com diferencas estatisticamente significantes (p<0,05),
quando comparadas s do grupo de controle. Os teores de Sr* encontrados no GI variaram
entre 0,0006 e 0,00064mmol/L; no GII, de 0,03 a 0,1 1mmol/L; no GIII, de 0,11 a 0,2mmol/L;
no GIV, de 0,009 a 0,015mmol/L; e no GV, de 0,04 a 0,Immol/L (Tabela 4). A comparacio
entre GII e GIII, GII e GIV, GIIl e GIV, GIIl e GV, GIV e GV mostra também uma alteracao

significante para o estroncio, mas ndo houve diferenca estatistica significante entre Gll e GV.

5.4 COMPARACAO DAS CQNCENTRAC()ES PLASMATICAS DO CALCIO ENTRE OS
GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 45 DIAS

A Figura 18 resume os resultados obtidos quanto a comparacdo das concentragdes

plasmadticas de Ca*?, no tempo bioldgico de 45 dias.
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Tabela5 — Grupos e concentragdes do célcio no tempo biolégico de 45 dias.

Grupos e tempo bioldgico de 45 dias

Concentragdes do Ca* (mmol/L)

Sujeitos GI(Crt) GII(Sr) GII(SF+Sr) GIVHA+Sr) GV (HA+SF+ Sr)

S1 2,5 2,3 2,3 2,5 2,1
S2 2,6 2,2 2,4 2,5 2,3
S3 2,5 2,5 2,3 2,5 2,4
S4 2,5 2,3 2,2 2,4 2,3
S5 2,6 2,3 2,1 2,3 2,2
Figura 18 - Concentragdes plasmadticas de cdlcio entre os grupos, no tempo biolégico de 45 dias.
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Foi observado que, no tempo bioldgico de 45 dias, em todos os grupos, as
concentracdes plasmdticas de Ca*> foram diminuidas, com diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05), se comparadas as do grupo de controle, exceto para o GIV. Os teores
de Ca*? encontrados no GI variaram de 2,5 a 2,6mmol/L; no GII, de 2,2 a 2,5mmol/L; no

GIII, de 2,1 e 2,4mmol/L; no GIV, de 2,3 a 2,5mmol/L; e no GV, de 2,1 a 2,4mmol/L (Tabela
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5). Nao houve alteracdes estatisticas significantes entre os grupos GII e GIII, GIl e GIV, Gll e
GV, Glll e GIV, Glll e GV, GIV e GV.

5.5 COMPARACAO DAS CONCENTRACC)ES PLASMATICAS DO ESTRONCIO
ENTRE OS GRUPOS, NO TEMPO BIOLOGICO DE 120 DIAS

A Figura 19 exibe os resultados obtidos quanto a comparacdo das concentragdes

plasmadticas de Sr*%, no tempo bioldgico de 120 dias.

Tabela6 - Grupos e concentracdes do estroncio no tempo bioldgico de 120 dias.

Grupos e tempo biolégico de 120 dias

Concentragdes do Sr** (mmol/L)

Sujeitos  GI (Crtl) GII (Sr) GII(SF+Sr) GIV (HA+Sr) GV (HA+SF + Sr)

S1 0,00047 0,04 0,03 0,03 0,3
S2 0,00052 0,04 0,03 0,03 0,3
S3 0,00040 0,04 0,03 0,03 0,3
S4 0,00045 0,04 0,03 0,03 0,3

S5 0,00048 0,03 0,03 0,04 0,3




5 RESULTADOS 58

Figura 19 - Concentragdes plasmadticas de estroncio entre os grupos, no tempo bioldgico de 120 dias.
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Notou-se que, no tempo bioldgico de 120 dias, em todos os grupos, as concentragoes
plasmdticas de Sr*? aumentaram, com diferencas estatisticamente significantes (p<0,05), se
comparadas as do grupo de controle. Os teores de Sr*> encontrados no GI variaram entre
0,00040 a 0,00052mmol/L; no GII, de 0,03 a 0,04mmol/L; no GIV, de 0,03 a 0,04mmol/L.
No GIII e no GV, tais valores foram de 0,03mmol/L e de 0,30mmol/L, respectivamente
(Tabela 6). A relagado entre GII e GIII e GII e GV mostrou também uma alteracdo significante
para o estroncio, mas nao houve diferenca estatistica significante entre GII e GIV, GIII e GIV,

Glll e GV, GIV e GV.

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

A Figura 20 exibe os resultados obtidos quanto a comparacdo das concentragdes

plasméticas de Ca*?, no tempo bioldgico de 120 dias.
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Tabela7 — Grupos e concentracdes do célcio no tempo biolégico de 120 dias.

Grupos e tempo biolégico de 120 dias

Concentracdes do Ca*™ (mmol/L)

Sujeitos  GI(Crtl) GII(Sr) GII(SF+Sr) GIV (HA+Sr) GV (HA+SF+ Sr)
S1 2,5 2,4 2,3 2,0 2,4
S2 2,3 2,2 2,4 2,1 2,4
S3 2,4 2,3 2,3 2,2 2,3
S4 2,4 2,3 2,3 2,2 2,2
S5 2,4 2.4 2,3 2,3 2,2
Figura20 - Concentragdes plasmadticas do célcio entre os grupos, no tempo biolégico de 120 dias.
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Notou-se que, no tempo bioldgico de 120 dias, em todos os grupos, as concentragdes

plasmiticas de Ca* ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) em

relacdo as do grupo de controle, exceto para GIV, pois o célcio se apresentou diminuido.

2 f .
Entre os grupos, os teores de Ca*™ encontrados também ndo se apresentaram estatisticamente
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diferentes, sendo que, no GI, variou de 2,3 a 2,5mmol/L; no GII, de 2,2 a 2,4mmol/L; no GIII,
de 2,3 e 2,4mmol/L; no GIV, de 2,0 a 2,3mmol/L; e no GV, de 2,2 a 2,4mmol/L (Tabela 7).

5.7 COMPARACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DO ESTRONCIO E DO
CALCIO ENTRE OS TEMPOS BIOLOGICOS DE 15, 45 E 120 DIAS.

As Tabelas 8 e 9 mostram os resultados obtidos das concentracdes plasmaticas de Sr*2

e Ca+2, respectivamente, entre os tempos bioldgicos de 15 , 45 e 120 dias.

Tabela 8 - Comparagdo das concentra¢des plasmadticas do estroncio entre os tempos biolégicos de 15, 45
e 120 dias . q1 e q3 sdo os quartis correspondentes a 25 e 75% da amostra, respectivamente.

GI (Crtl) GII (Sr) GIII (SF + Sr) GIV (HA+ Sr) GV (HA+ SF + Sr)

(15d) / Mediana 0,00050mmol/L 0,20mmol/L 0,26mmol/L 0,13mmol/L 0,24mmol/L

(15d) / Percentis al= %’%%%‘;55; a3= q1=02;¢3=03  ql=007;¢3=0,30  q1=0,08;q3=0,15  ql=0,18; q3=0,30

(45d) / Mediana 0,0006mmol/L 0,10mmol/L 0,20mmol/L 0,013mmol/L 0,10mmol/L

(45d) / Percentis al= %’%%%5652; B= 4120035:q3=0,1  ql=0,11;q3=02 al= %’%(ﬁ; a3= q1=0,07; q3=0.1
(120 d) / Mediana 0,00047mmol/L 0,04mmol/L 0,030mmol/L 0,030mmol/L 0,030mmol/L

. ql1=0,00042; q3= ql1=0,035; q3= q1=0,030; q3= q1=0,030; q3= ql1=0,030; q3=

(120 d) / Percentis 0,00050 0,040 0,030 0,035 0,030

Ao serem comparados os tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias (Tabela 8), observou-
se que os teores de estroncio, no plasma sanguineo, foram estatisticamente significantes
(p<0,05), sendo que, em 15 dias, as concentracdes foram mais elevadas e, em 120 dias, foram

bastante reduzidas.
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Comparacdo das concentracdes plasmadticas do célcio entre os tempos bioldgicos de 15, 45 e

Tabela 9 -
120 dias. ql e q3 sdo os quartis correspondentes a 25 e 75% da amostra, respectivamente.

GI(Crtl A) GII (Sr) GIII (SF + Sr) GIV (HA+ Sr) GV (HA+ SF + S1)
(15d) / Mediana 2,5mmol/L 2,2mmol/L 2,1mmol/L 2,4mmol/L 2,1mmol/L
(15d) / Percentis ql=24;q3=2,7 ql=2,05;q3=2,2 ql=2,1; q3=2,25 ql=2,35; q3=2,55 ql=1,95;q3=2,2
(45d) / Mediana 2,5mmol/L 2,3mmol/L 2,3mmol/L 2,5mmol/L 2,3mmol/L
(45d) / Percentis ql=25;93=2,6 ql=225;q3=24 ql=2,15;q3=2,35 ql=2,35;93=2,5 ql=2,15; q3=2,35
(120 d) / Mediana 2,4mmol/L 2,3mmol/L 2,3mmol/L 2,2mmol/L 2,3mmol/L
(120 d) / Percentis ql=2,35;q3=2,45 ql=2,25;q93=24 ql1=2,30; q3=2,35 ql=2,05; q3=2,25 ql=2.2;q3=24

Ao serem comparados os tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias (Tabela 9), observou-

se que os teores de calcio, no plasma sanguineo, ndo se apresentaram estatisticamente

significantes (p<0,05).
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Multiplos estudos t€ém mostrado que a administracdo de estroncio aumenta as
concentracdoes desse elemento no osso e no sangue (FUCHS et al., 2008; BAZOT;
DELANNOY & MARIE, 2002). No tratamento a base de Sr+2, administrado na forma de
ranelato de estroncio, ocorre um estimulo a formagao 6ssea e diminui a reabsorcdo dssea em
humanos e roedores, resultando em aumento de volume dos 0ssos, ao passo que o padrdo de
mineralizacdo permanece normal (AMMANN; ROBIN & SHEN, 2004; BRUYERE et al.,
2007). De acordo com alguns autores, ao se administrar, na dieta, uma dose de 900mg/Kg.dia
de ranelato de estroncio em ratos, as concentracdes plasmadticas de estroncio se mostram
dentro de um intervalo de 0,30 a 0,35mmol/L, sendo que esses valores podem resultar em
efeitos positivos, como aumento de massa Ossea, a melhora da microestrutura e a da

resisténcia ossea.

No presente trabalho, observou-se — na mensuracdo das concentracdes plasmaticas de
estroncio e cdlcio na regeneragdo de defeito critico em calvéria de rato, aos quais foram
administradas 900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio — que a quantidade de calcio dos grupos
de 15 e 45 dias apresentou alteracdes estatisticamente significantes quando comparada a do
grupo de controle. O mesmo ndo aconteceu no tempo bioldgico de 120 dias, pois as
concentracdes de cdlcio ndao foram estatisticamente significantes entre todos os grupos.
Também, em 120 dias, os teores de estroncio ndo atingiram os valores plasmaticos esperados.
Quando foi administrado o ranelato de estroncio no tempo de 15 dias, verificou-se uma
variacdo da mediana de 0,13 a 0,26mmol/L; em 45 dias, de 0,10 a 0,20mmol/L; e em 120
dias, de 0,030 a 0,040mmol/L.

Observou-se — conforme € descrito em outros estudos — que os teores de estroncio, no
plasma, foram maiores nos grupos tratados com ranelato de estroncio em 15, 45 e 120 dias, se
comparados aos do grupo de controle, apesar de niveis plasméticos ndo atingirem os valores
esperados. Logo, evidencia-se que o ranelato de estroncio eleva a concentragao de estroncio
no plasma sanguineo, seguindo a dinamica de retrocontrole (feedback) que lhe é propria,
diferentemente do célcio, que apresenta um mecanismo homeostitico singular e potente.
(NIELSEN, 2004). Por se tratar de um metal pesado, o estroncio pode ser bioacumulavel no
organismo e, portanto, os seus niveis plasmaticos permaneceram elevados entre os grupos

referidos.

Estudos experimentais com ratos mostram que doses de 500mg/Kg.dia e
1000mg/Kg.dia de ranelato de estroncio aumentaram a osteointegracdo e a fixacdo de

implantes, além de melhorarem a microestrutura trabecular peri-implantar (LI et al., 2010;
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MAIMOUN et al., 2010). J4 doses entre 625mg/Kg.dia e 900mg/Kg.dia estdo relacionadas a
um aumento no nivel plasmdtico do estroncio, assim como a um aumento no volume 6sseo e

de sua resisténcia (MAIMOUN et al., 2010).

Os estudos experimentais de Teixeira (2009) & Yang (2005) demonstram que a HA,
com alta cristalinidade implantada em defeito critico na calvdria de rato, produziu, apds trés
meses da cirurgia, uma maior densidade de volume de osso neoformado na regido periférica
do que na intermedidria e central, seguindo o principio bdsico para cicatrizagdo de feridas.
Isso porque a cristalinidade € uma propriedade que altera o indice de dissolucdo do
biomaterial além de ela ser dependente da temperatura de sinterizag¢do. Esta, acima de 1000°C
e por um periodo de tempo de no minimo seis horas, resulta na mais perfeita forma do cristal,

tendo assim, uma menor bioatividade e uma degradac¢ao mais lenta (WANG & YE, 2008).

O grupo, no presente estudo, que fez apenas o uso de ranelato de estroncio associado
ao biomaterial HA apresentou menores concentragdes plasmaticas de estroncio, quando
comparado ao GII, GIII e GV, em 15 e 45 dias, sendo ainda mais representativo no tempo
bioldgico de 45 dias, no qual se evidenciou uma queda correlacional significativa de valores.
Em 120 dias, ndo foi observada a relacdo de troca idnica entre o Sr*> e o Ca** no grupo que
fez apenas uso de hidroxiapatita, uma vez que as concentracdes plasmdticas do Sr*?, nesse
grupo, ndo foram reduzidas em comparacio com GII, GIII e GV. E provével que isso tenha
ocorrido em funcdo da presenca da HA, o que permitiu ao estroncio, por meio de trocas
iOnicas, em uma competi¢do com o cdlcio, se incorporar a sua estrutura (WANG & YE, 2008;
TIAN et al., 2009; QIU et al., 2006). Possivelmente, o estroncio, em contato com a HA
presente na calvdria do rato, possibilitou a liberacdo de célcio para o sangue, ao ser
substituido pelo estroncio. Dessa forma, as concentragdes plasméticas de célcio se elevaram e

as concentragdes de estroncio diminuiram.

Metais, como o estroncio, t€tm a capacidade de se incorporar ao tecido ésseo,
tornando-o seu maior reservatorio. Nao obstante, 90% do estroncio presente no organismo
estdo contidos nos ossos. Ha vdrias possibilidades de o estroncio se fixar nos ossos e, dentre
elas, muitos autores pontuam que calcio e estroncio competem pelos mesmos sitios de ligacao
no osso (CHATTOPADHYAY et al., 2007; PI & QAURLES, 2004). A incorporagao do Srt?
no osso esta diretamente relacionada a seus niveis plasmadticos, ao tempo de exposicao e a

renovacao 6ssea (DAHL et al., 2001).

Acredita-se que o Sr** e 0 Ca*?, devido a grande semelhanca quimica e fisiolégica que

tém entre si, ocupam os mesmos sitios de ligacdo dos transportadores presentes na mucosa
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intestinal, ao serem absorvidos. Dessa forma, o estroncio inibe a absor¢do do célcio no
intestino, principalmente, quando o consumo de cdlcio na dieta for baixo (CABRERA, 1999;

NIELSEN, 2004).

O estroncio, a depender da dose usada, apresenta varios efeitos no metabolismo dsseo.
Em baixas doses, o estroncio estdvel € de grande beneficio para a formagao dssea. No entanto,
altas doses podem alterar o metabolismo do cdlcio em animais experimentais. Pesquisas
mostram que, em grupos de ratos que receberam menos de 175umol/dia (153mg/Kg.dia), ndo
foram afetados os parametros metabdlicos do célcio, aumentando o seu contetido no o0sso. No
entanto, em grupo de ratos que receberam uma dose maior de estroncio (875umol/dia) (770
mg/Kg.dia), os pardmetros de célcio foram marcadamente suprimidos (MOROHASHI;

SANO & YAMADA, 1994).

No presente estudo, quando foi administrada uma dose de 900mg/Kg.d de ranelato de
estroncio, verificou-se que as concentracdes do cdlcio foram reduzidas com significancia
estatistica em 15 dias, ao serem comparados com GII, GIII e GV a GI; e 45 dias, ao serem
comparados com GII, GIII e GV. Com a administra¢do do farmaco ranelato de estroncio, as
concentracoes plasmaticas de cdlcio diminuiram com o passar do tempo. Ao serem
comparados os tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias, houve redugdo significativa nas
concentracdes de estroncio, principalmente em 120 dias. O mesmo ndo foi observado nas
concentracdes do Ca*™, que nao foi estatisticamente significante, visto que, com o tempo,
observou-se uma aproximacao dos valores em comparagdo aos do grupo de controle — talvez

em razao do seu potente mecanismo homeostatico ou pela propria redugao do estroncio.

Apo6s a administragdo de doses repetidas por um periodo de tempo (no minimo quatro
semanas, em ratos), a incorporacdo de Sr*? no 0sso atinge seu patamar; entretanto, no plasma
sanguineo, onde os niveis de estroncio sdo mais rapidamente alcangados, isso acontece dentro
de 10 dias, em ratos. Com a administracao de doses mais altas, o conteido do estrdoncio, no

0ss0, tende a atingir o patamar (DAHL et al., 2001).

Como o resultado de 120 ndo foi igual aos de 15 e 45 dias, supde-se que 0 organismo
dos animais que fizeram uso de ranelato de estroncio absorveu muito estroncio, o que os
levou a atingir um ponto de saturacdo e, consequentemente, esse elemento foi excretado.
Outra hipétese € a de que o proprio metabolismo do rato seja fisiologicamente acelerado,
principalmente quando se trata da linhagem Wistar. Estudos relatam que o estroncio é
lentamente absorvido pelo trato intestinal, e essa absor¢do diminui com a idade (CABRERA

et al., 1999; WHO, 2010). Apesar de o estroncio ser um metal pesado, sua excrecao é mais
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rdpida que a do cdlcio (DAHL er al., 2001). E Possivel que essas hipteses possam explicar a
queda gradativa entre os diferentes tempos bioldgicos de 15, 45 e 120 dias. Portanto, em 120
dias, as concentracdes de estroncio foram tdo pequenas que dificilmente atingiriam o tecido —

alvo, com repercussdes ou efeitos benéficos.

A administra¢do dessa dose de um mesmo farmaco produz, na maioria das vezes, um
efeito esperado; porém, em alguns casos, respostas ineficazes ou pouco tipicas podem ocorrer.
Essa variabilidade na resposta dos farmacos depende de fatores farmacodinamicos e
farmacocinéticos. Em se tratando dos fatores farmacodinidmicos, eles envolvem a
sensibilidade do organismo ao farmaco, como, por exemplo, na relagdo das concentragdes

plasmaticas com os efeitos da droga.

Os fatores farmacocinéticos alteram os processos de absorcdo, distribuicdo e
eliminacdo, bem como a relagdo entre a dose que se administra e os niveis plasmaticos que se
alcancam (FLOREZ, 1998). A depender das diferentes vias de administracdo, o farmaco
podera atingir o sangue e os liquidos corporais. Portanto, € necessério possuir, também, o
conhecimento dos métodos, vias e técnicas de administracdo. Vadrias sdo as vias de
administracdo de farmacos utilizadas em animais: subcutinea, intramuscular, endovenosa,
intraperitoneal e oral (PAIVA; MAFFILI & SANTOS, 2005). Dentre essas vias, destaca-se a
oral aplicada neste estudo, considerando que a absor¢do do farmaco utilizado € realizada pelo

trato gastrintestinal.

Durante a realizacdo de um plano piloto, foi possivel investigar se a administracdo de
900mg/Kg.dia de ranelato de estroncio em 200mL de dgua, durante 30 dias, em ratos, estaria
relacionada com o aumento na concentragdo de estroncio no plasma. Nesse sentido, foi
necessario validar e padronizar a técnica através GFAAS. Portanto, levantou-se uma
discussdo, além de um resultado. Verificou-se que as concentragcdes plasmaticas de estroncio
encontradas variaram de 0,04 a 0,05mmol/L, as quais se apresentaram inferiores ao descrito
na literatura. Assim, uma possivel hipétese pdde ser ressaltada, como o método de
administracdo do farmaco. Foi averiguada grande perda da solucdo em suspensdo que foi
aplicada em recipientes que os animais usam rotineiramente para o consumo de agua.
Portanto, a maneira de administrar o farmaco foi alterada na pesquisa em si e, deu-se
preferéncia a associagdo da dieta pastosa, conforme preconizam os estudos de Ammann;

Robin & Shen (2004).

As drogas administradas por via oral (VO) em animais devem ser adicionadas junto a

racdo ou na agua. Existem outras formas de administracdo como a orogdstrica (gavagem), a
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qual ndo foi aplicada neste estudo. Ela exige a introducdo do medicamento por tubo metalico
ou canula plastica ligado a uma seringa. O ideal € que os tubos usados em ratos sejam de 8cm
de comprimento. Outros aspectos — como as condi¢des de pH, a viscosidade e os volumes
especificos — devem ser observados e adequados para cada animal (PAIVA; MAFFILI &
SANTOS, 2005).

A disposi¢cdo do farmaco ranelato de estroncio na dieta pastosa, apesar de apresentar
melhores resultados, ainda nao se mostrou adequada; o fato de o farmaco ser administrado em
suspensdo oral e em dose singular talvez possa responder por esse evento, visto que oS
animais ndo fizeram o consumo da referida dieta em uma dose Unica, mas a consumiram
paulatinamente, durante todo o dia, principalmente, apds o quarto dia pds-cirdrgico. Por isso,
acredita-se que uma administracdo do farmaco por gavagem possa apresentar melhores

resultados.

Em vdérios estudos, nos quais se administra ranelato de estroncio em modelos
experimentais em ratos, utiliza-se uma linhagem denominada Sprague Dawley ou Fischer
(AMMANN; ROBIN & SHEN, 2004; MAIMOUN et al., 2010; OZTURAN et al., 2010). Por
se tratar de linhagens de facil manipulacdo, os pesquisadores t€ém a preferéncia por ela. O
presente estudo, no entanto, utilizou a linhagem Wistar, mais comumente usada em pesquisas
no Brasil, mas que se mostra como uma linhagem mais dificil de lidar, quando se trata de

trabalhos que exigem a contencdo do animal.

A interacdo entre o selante de fibrina e o estroncio, ou mesmo este elemento associado
ao selante de fibrina e a hidroxiapatita, no metabolismo ésseo, ainda necessita de maiores
informacdes. Contudo, esta pesquisa proporcionou conhecimentos técnicos e cientificos
acerca desse metabolismo, assim como dos biomateriais e suas aplicacdes. Foi possivel um
melhor entendimento das concentracdes plasmaticas de cdlcio e estroncio e suas relacdes com
a regeneracdo Ossea associada a biomateriais. Entretanto, pelas limitagdes metodoldgicas, ndao
foi possivel determinar, de forma efetiva, se os biomateriais interagiram no metabolismo do

calcio e do estroncio.
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Conclui-se que:

A administracdo de ranelato de estroncio produziu variagdes na concentraciao

plasmaética dos elementos estroncio e célcio.

A concentragdo plasmaética de estroncio aumentou apds a administracao de ranelato de

estroncio.

Dentre os grupos em que houve administracdo de ranelato de estrdncio, a menor
concentracdo plasmatica do estroncio foi observada no grupo com implantacdo de

hidroxiapatita.

A concentracdo plasmatica do célcio foi reduzida ap6s a administragdo de ranelato de

estroncio.

Dentre os grupos em que houve administracdo de ranelato de estrdoncio, a maior
concentracdo plasmdtica do cdlcio foi observada no grupo com implantagdo de

microesferas de hidroxiapatita.
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_ ANEXO A
APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE FEIRA DE SANTANA (UEFES)

UNIVERS[DADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMITE DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS - CEUA
Av. Universitaria, S/N - Médulo | - 44.031-460 - Feira de Santana -Ba —.

Fone: (75) 3224-8398

Feira de Santana, 26‘; de agosto de 2009.

PARECER

O projeto N° 003/2009, “AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA,
RADIOGRAFICA E BIOQUIMICA DA UTILIZAGAO DE MICROSFERAS DE
HIDROXIAPATITA NO REPARO DE DEFEITO CRITICO EM CALVARIA DE
RATO”, de autoria dos estudantes: Ana Clara Alves de Carvalho, Isabela
Cerqueira Barreto, Luciana Soares de Almeida Freitas Oliveira e Marion Alves
do Nascimento, sob a orientacdo dos professores Dr. Aryon de Almeida
Barbosa Junior e Dra. Fabiana Paim Rosa, incluiu na versao final as
modificagdes e correcées encaminhados ‘pelo parecerista (1° e 2° pareceres),
as quais foram aceitas pela autora no ltem Objetivo Geral e no Formulrio do
Protocolo Experimental.

Diante do exposto, sou favoravel a execugédo do projeto, conforme
reuni&o de conselho do CEUA/UEFS do dia 26 Agosto de 2009.
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