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Lopez, Guillermo Alberto. Avaliagao sistémica do estroncio utilizado na regeneragao

de defeito 6sseo critico em rato. Salvador, Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias
da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2018.

RESUMO

Introducédo: O estrdncio (Sr) promove a estimulacdo dos efeitos metabdlicos
que ocorrem durante a formacao do tecido 6sseo, estimula os osteoblastos e
produz um efeito inibitério sobre os osteoclastos, assim como a capacidade
de substituir calcio na rede cristalina de hidroxiapatita. Foi incorporado na
estrutura de novos materiais bioativos, além de ser usado como um farmaco,
na forma de ranelato de estréncio, para aumentar a densidade do osso em
pacientes com osteoporose, artrite reumatoide e doengas metastasicas
osseas. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi quantificar, pela técnica de
espectrofotometria com absor¢ao atdmica com forno de grafite (GFAAS), e
avaliar histologicamente o efeito do depdsito de estroncio em figado e rins de
ratos, apdés administragcao enteral de farmacos contendo estroncio, para a

regeneracao ossea. Materiais e métodos: Foram utilizados ratos Wistar entre

350 e 480 gramas de peso, divididos em grupos: Protos1 (GP1), Protos 2
(GP2), Farmaco (GF) e Controle (GC) com seus pontos biolégicos de 15, 30
e 60 dias. Resultados: Os resultados obtidos histologicamente, tiveram como
resposta, alteragdes histolégicas no figado e rim. As concentragdes
depositadas de Sr en figado de rato também foi evidenciado. Conclusao:
Conclui-se que a avaliagdo histolégica evidenciou alteragcbes celulares no
figado e no rim, sendo compativeis com o aumento da concentragao de Sr. O
grau de concentragédo de Sr, foi significativo para 15 e 60 dias, devido a alta
deposigao no figado atestando toxicidade.

Palavras Chaves: Biomateriais, Estroncio, Toxicidade, Histologia, Espectrometria.



Lopez, Guillermo Alberto. Systemic evaluation of strontium used in the regeneration
of a critical bone defect in rat. Salvador, Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2018.

ABSTRACT

Introduction: Strontium (Sr) promotes the stimulation of the metabolic effects that
occur during the formation of bone tissue, stimulates osteoblasts and produces an
inhibitory effect on osteoclasts, as well as the ability to replace calcium in the crystal
lattice of hydroxyapatite. It has been incorporated into the structure of novel bioactive
materials as well as being used as a drug in the form of strontium ranelate to
increase bone density in patients with osteoporosis, rheumatoid arthritis and bone
metastatic diseases. Objective: The objective of this work was to quantify by the
technique of spectrophotometry with atomic absorption with graphite furnace
(GFAAS) and to evaluate histologically the effect of strontium deposition in liver and
kidney of rats, after enteral administration of drugs containing strontium, for the bone
regeneration. Materials and methods: Wistar rats were used between 350 and 480
grams in weight, divided into groups: Protos1 (GP1), Protos 2 (GP2), Drug (GF) and
Control (GC) with their biological points of 15, 30 and 60 days. Results: The
histological results were histologically altered in the liver and kidney. The deposited

concentrations of Sr in mouse liver were also evidenced. Conclusion: It was
concluded that the histological evaluation evidenced cellular alterations in the liver
and kidney, being compatible with the increase of the concentration of Sr. The
degree of Sr concentration was significant for 15 and 60 days, due to the high liver

deposition attesting toxicity.

Keywords: Biomaterials, Strontium, Toxicity, Histology, Spectrometry.
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A bioengenharia dedica-se ao estudo de biomateriais naturais ou artificiais,
com a finalidade de contribuir, de forma parcial ou total, nos sistemas biol6gicos,
com o objetivo de substitui-los ou trata-los.! Dentre as caracteristicas essenciais
desses materiais estdo a biocompatibilidade com o tecido, a atoxicidade, o pouco
peso e o baixo custo.

O intenso crescimento observado no mercado de biomateriais pode ser
atribuido a trés motivos principais: 1) o envelhecimento da populagdo mundial, com a
elevagao da expectativa de vida; 2) o aumento do poder aquisitivo e do padréo de
vida nos paises em desenvolvimento, que facilitam o acesso ao tratamento de
diversos tipos de enfermidades; e 3) as melhorias tecnolégicas na abordagem de
doencas anteriormente consideradas nao trataveis. O aspecto do envelhecimento
populacional demanda particular atengao, visto que, com base nas estimativas, no
ano 2050, uma fragdo igual a 21,1% da populagdo global tera mais que 60 anos,

correspondendo a mais de 2 bilhdes de pessoas.?

Pode-se esperar, nos proximos anos, um aumento ainda mais apreciavel da
demanda de biomateriais e mesmo de novas abordagens terapéuticas mais

consolidadas para atender as necessidades dessas pessoas.?

Atualmente, os biomateriais mais requisitados no mercado sao os polimeros e
0s ceramicos, pois tanto podem substituir o tecido vivo sem fungdo, como também
estimular o crescimento de um novo tecido. Esses biomateriais devem apresentar
boa aceitagdo por parte do organismo humano, sem desencadeamento de reagdes
adversas. Como tais elementos se caracterizam pela auséncia de citotoxicidade e da
ativagdo do sistema imunoldgico, refletirdo no ndo surgimento de tumores e de

reacgOes inflamatorias que causam a rejeigdo do material implantado.*

De acordo com a literatura, observa-se que os biomateriais sdo amplamente
utilizados no tecido 6sseo para que sua regeneragao acontegca de forma completa,

implementando, assim, um arcabouco perfeito para a sua funcionalidade.>”

O equilibrio estabelecido entre a formacdo e a absorcdo déssea pode ser
afetado por uma variedade de agentes fisico-quimicos tais como: ions organicos,
fatores de crescimento e horménios. Nesse sentido, ions como calcio (Ca), fésforo
(P), estréncio (Sr) e zinco (Zn) promovem a estimulagao dos efeitos metabdlicos que

ocorrem durante a formacao do tecido 6sseo.’
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O estroncio demonstrou efeito estimulador in vitro sobre osteoblastos,
juntamente com um efeito inibitério sobre os osteoclastos, assim como a capacidade
de substituir calcio na rede cristalina de hidroxiapatita. Recentemente, foi
incorporado na estrutura de novos materiais bioativos, além de ser usado como um
farmaco, na forma de ranelato de estréncio, para aumentar a densidade do 0osso em
pacientes com osteoporose, artrite reumatoide e doencas metastasicas osseas.® O
ranelato de estroncio também inibe a perda 6ssea. Outros agentes farmacoldgicos
(biofosfanatos e horménios) s&o, igualmente, utilizados para minimizar a reabsor¢ao

Odssea e estimular o aumento da densidade 6ssea.’

Sabe-se que o Sr em grandes quantidades produz toxicidade em seres vivos,
e sua ingestao diaria estimada para humanos adultos € de cerca de 4 mg em muitas
partes do mundo.® Existe uma relagdo entre as concentragcdes de Sr e doencas

associadas, como raquitismo e osteomalacia.®

Em ratos, a administragcdo oral de doses baixas de Sr pode estimular a
formacdo oOssea. Quando administrado em doses elevadas, pode induzir uma
mineralizagcdo Ossea defeituosa, expressa por baixa densidade e diminuigcdo do
tamanho da apatita 6ssea.'”

Em geral, os estudos com animais tém se concentrado na avaliagdo dos
efeitos esqueléticos. Em roedores jovens, os efeitos tipicos do excesso de estréncio
incluem um alargamento anormal dos discos epifisarios dos ossos longos, uma falta
de calcificagdo 6ssea e deposicdo anormal de matriz 6ssea nao mineralizada ou

osteoide.

A equipe de Meunier, em artigo publicado em 2004, demostrou os efeitos
positivos do ranelato de estrobncio como medicamento antiosteoporotico e concluiu
que parece ser um tratamento seguro e eficaz para osteoporose pds-menopausica,

sendo capaz de reduzir o risco de fraturas vertebrais.!"12

Desde entdo, os efeitos benéficos do estréncio tém sido repetidamente
realgados e ndo deixam duvidas quanto a sua dupla acéo sobre a formagao éssea e

a reabsorgao ossea in vivo.'?

Além disso, observou-se que o ranelato de estrdncio evita a perda 6ssea em
ratos ovariectomizados, aumenta a massa O0ssea em animais osteopénicos e

aumenta a resisténcia dssea em animais normais.'3
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As propriedades mecanicas da hidroxiapatita pura, ndo sdo ideais quando
utilizadas como substituto 6sseo. De modo geral, a hidroxiapatita apresenta as
vantagens de ser bioativa e osteocondutora, possui alta resisténcia a corrosao e a
compressdo. Como muitos cerdmicos, apresenta as desvantagens da baixa
ductilidade e da alta densidade. O estréncio € um dos elementos do organismo que
pode substituir a posicdo do calcio na estrutura molecular da hidroxiapatita, e, de
acordo com as pesquisas de Grynpas'd, baixas doses de estréncio podem
demonstrar o incremento de formacéo éssea e de densidade no osso trabecular em

roedores.'®

Normalmente, a discriminacdo Ca/Sr ocorre sob condigbes fisioldgicas
circunstanciais para as seguintes fungdes: absorgao gastrointestinal, excregao renal,
transferéncia placentaria e secregcdo mamaria.'® Geralmente, o Sr é mal-absorvido
no trato intestinal. A absorgéo intestinal do Sr em ratos diminui com a idade, mas, no

caso dos seres humanos, isso é desconhecido.®

Segundo um estudo de Morohashi'®, uma grande quantidade de estroncio
perturba o metabolismo do calcio produz inibicdo de efeitos no metabolismo do
calcio, como diminuicdo de sua absorcdo, diminuicdo da formagdo éssea e da
reabsorgdo, balango negativo de calcio e diminuicdo do calcio no conteudo em

0ss0.18

Na literatura disponivel, a concentragdo farmacologica indicada para ratos é
alta comparada com os niveis farmacolégicos indicados para humanos, o que se
justifica em virtude da menor absorgao intestinal nos animais e seus consequentes

niveis plasmaticos se mostrarem mais baixos do que os de humanos.'%20

Desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o estroncio na

forma sistémica em 6rgaos de ratos.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo sistémica do estroncio utilizado na regeneracdo de defeito 6sseo

critico em rato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo 1:

Avaliacdo histomorfoldgica do figado e rins de rato apds administragdo enteral de

estroncio.

Artigo 2:

Quantificagdo do depdsito de estrdncio, mediante a técnica de espectrometria de
absorc¢ao atébmica com forno de grafite (GFAAS), em érgaos-alvos de ratos utilizando

dois farmacos.
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3 REFERENCIAL TEORICO



27

3.1 Os biomateriais: historico

A ideia de se utilizarem materiais para substituir partes do corpo humano ja é
antiga, e, historicamente, os biomateriais s&do t&do antigos quanto o homem. Ha
registros de sua utilizagdo ha pelo menos 2000 anos. Os primeiros implantes foram
sentenciados ao fracasso uma vez que ainda ndao eram conhecidos os conceitos
relativos a infecgdo, a materiais e a reagéo bioldgica.’

Durante muito tempo quando um tecido ou érgéo estava afetado, ndo existia
muita alternativa e se optava pela amputacdo de um membro ou extirpacdo do
tecido ou 6rgao. O desenvolvimento dos biomateriais no século 20 oferece solugdes
para tratamentos. No periodo da Segunda Guerra Mundial, constatou-se, por
exemplo, que ligas de cromo-cobalto-molibdénio, tantalo e titdnio eram compativeis
com tecidos vivos.2 Em 1951, a utilizagéo de titanio em manufatura de parafusos e
placas. impulsionou a utilizagéo dos biomateriais.?

Hoje em dia, a busca de materiais fidedignos para a utilizagdo como
biomateriais € necessaria, em relagéo a propriedades mecénicas e quimicas.® Com
o decorrer do tempo, o objetivo passou a ser a bioatividade dos biomateriais, e,
atualmente, o propdsito tem sido a criagao de um tecido funcional, com foco, entao,

em sua apresentagdo bioldgica.*

Conhecem-se quatro geragcbes de biomateriais. A primeira se caracteriza
pela utilizagao para reposig¢ao de dentes em ouro e marfim, para restituicdo do globo
ocular em vidro e para a elaboragao de proteses de membros em ago ou madeira.
Os de segunda geragdo s&o materiais estruturais, como por exemplo a liga de
titanio, lentes acrilicas e teflon. A terceira se caracteriza pelo aprimoramento dos
materiais, com o desenvolvimento de materiais com caracteristicas especificas de
acordo com a aplicagéo (valvulas cardiacas e marca-passos). E os biomateriais de
quarta geragao utilizam os conceitos de biomimética e engenharia de tecidos. A
biomimética busca reproduzir as formas e/ou fungbes de tecidos bioldgicos. A
engenharia de tecidos, desenvolve estruturas capazes de formar um novo tecido e,
assim, fundamentar o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para restaurar,

manter ou melhorar fungdes de diferentes tecidos ou érgdos.®
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Se, inicialmente, pesquisavam-se materiais biocompativeis, posteriormente,
procurou-se aumentar a vida do implante por sua interagdo com a interface do tecido
hospedeiro; em seguida, focou-se no desenvolvimento de materiais biodegradaveis,
e, mais recentemente, com o conceito de biomimética.®

Tal conceito evolutivo no desenvolvimento e utilizacdo de biomateriais indica,
também, que os materiais mais utilizados clinicamente na atualidade séo,
majoritariamente, biocompativeis, bioativos e biodegradaveis, e o0s mais

pesquisados, os bioativos, os biodegradaveis e os biomiméticos® (FIGURA 1).

Figura 1 - Evolucao da funcionalidade e da capacidade regenerativa dos biomateriais
ao longo de seu desenvolvimento

ateriais_em investigagdo

rp"0Zm-HQ070

Materiais
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Materiais
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Fonte: Adaptado de Holzapfel et al., 2012, p. 1.

A sequéncia para a sua utilizagao comega com a detecgédo da necessidade de
um biomaterial para uma determinada aplicagdo, como o tratamento de uma doenca,
até a substituicio de um 6érgdo (FIGURA 2). Nesse sentido, salienta-se as
qualidades bioldgicas referentes as seguintes propriedades: 1) biocompatibilidade,
associada, com frequéncia, a hemocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade,
estimulagdo de adesao e proliferagdo celular; 2) fisicas, como morfologia da
superficie, energia superficial, encaixe anatébmico, rugosidade, porosidade, cor,
transparéncia e permeabilidade; 3) mecanicas, como tensdo de ruptura,

alongamento e flexibilidade; e 4) quimicas, como densidade, estabilidade,
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resisténcia a esterilizacdo e forma de degradagdo quando em contato com o

organismo.®

Figura 2 - Etapas do ciclo de vida de um biomaterial, desde sua concepg¢éo baseada
em uma necessidade especifica até seu uso clinico e avaliagao posterior
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Fonte: Adaptado de Pires, 2015, p. 2.

O intenso crescimento observado no mercado de biomateriais € atribuido a
trés motivos principais: o envelhecimento da populagdo mundial, com a elevagao da
expectativa de vida; o aumento do poder aquisitivo e do padrao de vida nos paises
em desenvolvimento, que facilitam o acesso ao tratamento de diversos tipos de
enfermidades; e as melhoras tecnoldgicas na abordagem de doengas anteriormente
vistas como nao trataveis. O aspecto do envelhecimento populacional demanda
particular atencao, vez que, com base nas estimativas de que, no ano 2050, uma
fracdo igual a 21,1% da populagéo global tera mais de 60 anos, correspondendo a
mais de 2 bilhdes de pessoas, pode-se esperar, nos proximos anos, um aumento

ainda mais apreciavel da demanda por biomateriais e mesmo de novas e mais



30

consolidadas abordagens terapéuticas para atender as necessidades dessas

pessoas.’

3.2 O estroncio

Descoberto em 1790 em uma mina perto da Aldeia Scottish Strontian e
isolado em 1808, o estroncio (Sr) € um dos metais alcalinos terrestres. Nunca esta
livre na natureza, porque oxida-se facilmente formando 6xido de estréncio, tem uma
cor amarelada e é bem conhecido a partir dos minerais celestite (SrSO4) e
estrontianite (SrCO3). O Sr natural € uma mistura de quatro isétopos estaveis: 84Sr
(0,56%), 86Sr (9,86%), 87Sr (7,02%) e 88Sr (82,56%). Os elementos do grupo 2 do
sistema periddico, ao qual o Sr pertence juntamente com o Ca e o Mg, formam
cations divalentes em fluidos biologicos e tém graus variaveis de ligagao a proteinas
em fluidos biolégicos como soro ou plasma. A ligagao proteica de Sr no soro ou no
plasma estd na mesma ordem de magnitude que a do Ca. Se o elemento
desempenha um papel essencial no metabolismo &sseo ainda ndo esta
completamente esclarecido.?

Algumas diferencas importantes entre o Mg, o Ca e o Sr estdo listadas na
Tabela 1, podendo-se observar que o Sr € um metal com trago no corpo humano. Os
dados para um homem tomado como referéncia (70 kg) podem ser resumidos em
(mg Sr por dia): ingestao por alimentos e fluidos: 1,9; perda na urina: 0,34; perda nas

fezes: 1,5; outras perdas, por exemplo, em suor: 0,02 e em cabelo: 0,2x 10-3.°

Tabela 1 - Propriedades fisicas do magnésio, do calcio e do estréncio,
elementos biologicamente importantes do grupo 2 do sistema periodico,
e sua distribuicao no corpo de um homem padrao de 70 kg

i . L. . % de massa
Elemento Numero atdbmico | Peso atomico | Quantidade (g)

corpoérea
Mg 12 24.32 19 0,027
Ca 20 40.08 1000 1,4
Sr 38 87.63 0.32 0,00044

Fonte: Adaptado de Nielsen, 2004, p. 3.
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Em ratos, a administragcao oral de doses baixas de Sr pode estimular a
formacado 6ssea. Quando administrado em doses elevadas, no entanto, o Sr pode
induzir uma mineralizagdo Ossea defeituosa, expressa por uma diminuigdo da
densidade mineral éssea e do tamanho da apatita 6ssea.'°

A concentragao de Sr no solo e na agua potavel varia entre 0,001 e 39 mgl/L.
Nos Estados Unidos, a concentragdo de Sr na agua potavel € <1 mg/L. Uma dieta
normal contém de 2-4 mg de Sr/dia, a maioria derivada de vegetais e cereais. Assim,
a quantidade de Sr em alimentos é insignificante em comparagdo com a do Ca. De
acordo com estimativas, a abundancia relativa global de Sr na crosta terrestre é de
cerca de 8 mg para 1.000 mg de Ca.b

O Sr nunca foi considerado um elemento essencial, mas pode promover o
crescimento em algumas plantas.

A administracdo de Sr em doses moderadas impediram a cérie em ratos.?

3.2.1 Toxicidade do estroncio

As pessoas podem estar expostas a pequenos niveis de estroncio radioativo
por respirar ar e poeira, alimentar-se, beber agua, ou por contato com o solo que
contém estréncio, embora seja mais provavel entrar-se em contato com esse
elemento comendo-se ou bebendo-se. As concentragcdes de estroncio nos alimentos
contribuem para que ele se acumule no corpo humano. Produtos comestiveis que
contém concentragdes de estrbncio sao os cereais, vegetais folhosos e laticinios.

Alguns animais foram estudados intensivamente. A dieta de Sr pode variar
amplamente sem a manifestagcdo de sintomas toxicos. Em porcos jovens
alimentados com 6.700 ppm de Sr e 0,16% de Ca, manifestaram-se incoordenagao
e fraqueza seguidas de paralisia. Galinhas adultas demonstraram ser mais
resistentes; o peso e a produgcdo dos ovos nado foram afetados por uma
concentracdo da dieta de Sr de até 30.000 ppm, mas essas variaveis foram
reduzidas de 50.000 ppm. "

3.2.2 Absorgéo intestinal do estroncio
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Normalmente, a discriminagdo Ca/Sr ocorre sob condigbes fisioldgicas
circunstanciais para as seguintes fungdes: absorgao gastrointestinal, excregao renal,
transferéncia placentaria e secregdo mamaria.'® Geralmente, o Sr € mal absorvido
no trato intestinal. Em ratos, sua absorcédo intestinal diminui com a idade, mas, em
seres humanos, isso ainda é desconhecido.™

A vitamina D promove a absorc¢ao intestinal do Sr e inibe a do Ca. A lactose e
outros carboidratos podem promover a absorcdo de Sr e de Ca. Em experiéncias
com animais, a maioria das dietas com Sr sdo absorvidas a partir do jejuno, ou seja,
62% de uma dose liquida e 88% a partir de uma dose sdlida.’

A preferéncia pela absor¢ao de Ca (discriminagdo agonista do Sr) pode ser
atribuida ao tamanho relativamente menor do atomo de Ca.’

Na literatura, a concentragdo farmacoldgica indicada para ratos é de 625
mg/kg/dia, uma concentragdo alta comparada aos niveis farmacologicos indicados
para humanos (2 g/dia), sendo justificado em virtude da menor absorgéo intestinal
nos animais e consequente niveis plasmaticos se mostrarem proximos aos de

humanos.®

3.2.3 O estrébncio nos rins

Ca e Sr parecem compartilhar um caminho de transporte tubular comum nos
tubulos renais."”

O Sr em suspensao nas células tubulares renais do tubo proximal inibe a
producao de 3°'5’-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc) dependente de horménio
da paratireoide (PTH), como age o Ca, em concentragdes até 10 milimoles (mM)."®

A depuracgéo renal de Sr é cerca de trés vezes a de Ca,gragas, talvez, a
menor reabsorcao tubular, o que pode ser atribuido ao tamanho maior do atomo de
Sr em relagéo ao de Ca.'®

Em estudo de Schrooten e colaboradores, a concentracdo de estrdncio para
um grupo em tratamento conservador de dialise foi estatisticamente diferente da
obtida no grupo controle e mais alta que a obtida por Schrooten et al., dados esses
que comprovam que ocorre elevacido do estroncio sérico em decorréncia da
diminuicdo da fungéo renal.™

A absor¢do maxima do Sr se da em torno de 3-5 horas apds sua ingestao,
podendo ser reduzido pela influéncia da ingestdo de alimentos (calcio, magnésio e
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aluminio), atingindo seu estado de equilibrio duas semanas apos o inicio do
tratamento. A permanéncia do estroncio no organismo (meia-vida) € em torno de 60
horas, e sua excregao é feita por via renal e pelo trato gastrointestinal. A curto prazo,
o estréncio se deposita sobre cristais de hidroxiapatita e, a longo prazo, permuta

com o calcio, mantendo-se ligado com o tecido 6sse0.?°

3.2.4 O estroncio em endocrinologia

Em investigagdes de corpo inteiro, o Sr age frequentemente de forma
semehante ao Ca, como comprovam os seguintes exemplos: doses farmacoldgicas
de Sr em suinos aumentam a secreg¢ao de calcitonina apés a infusdo; em ratos
tiroparatiroidectomisados, a calcitonina resulta ndo somente em hipocalcemia mas
também em hipoestroncionemia; o glucagon, um conhecido secretagogo da
calcitonina, provoca ndo s hipocalcemia como também hipoestroncionemia em

ratos.?!

3.2.5 O estrébncio nos 0ssos

Tanto o estroncio estavel como o estroncio radioativo entram e saem do
organismo da mesma maneira. Se uma pessoa respira vapores ou poeira contendo
uma forma quimica de estrdéncio que € soluvel em agua, o produto quimico dissolve-
se na superficie umida dentro dos pulmdes, e o estrbncio entra na corrente
sanguinea de modo relativamente rapido. Se a forma quimica do estréncio ndo se
dissolve facilmente em agua, as particulas podem, entdo, permanecer no pulméo
por algum tempo. Quando se ingerem alimentos ou agua que contém estroncio,
apenas uma pequena porg¢ao deixa os intestinos e entra na corrente sanguinea.
Estudos em animais sugerem que os filhotes podem absorver mais estréncio nos
intestinos do que os adultos. Se uma mistura fluida de um sal de estréncio for
colocada na pele, o estroncio passa pela pele muito lentamente e entra na corrente
sanguinea, mas, se a pele tem arranhdes ou cortes, pode atravessa-la muito mais
rapidamente.??

Uma vez tendo entrado na corrente sanguinea, o estréncio € distribuido por
todo o organismo, podendo penetrar e deixar as células com bastante facilidade. No

corpo humano, o comportamento do Sr é muito semelhante ao do Ca, e uma grande
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7

porcdo desse elemento se acumula nos ossos, sobretudo em adultos. O Sr é
eliminado do organismo por meio da urina, das fezes e do suor; no primeiro caso,
isso pode ocorrer durante longos periodos, quando pequenas quantidades sao
liberadas, e 0os 0ssos ndo conseguem recapturar essa perda. Quando o Sr € ingerido
por via oral, a por¢cdo que nao passa através da parede intestinal para entrar na
corrente sanguinea € eliminada pelas fezes durante o primeiro dia ou apds a
exposicao.??

Na, Pb e Sr podem ser substituidos na posicdo do Ca na apatita.?3

Ndo ha efeitos nocivos do Sr estavel nos seres humanos nos niveis
normalmente encontrados no ambiente. A uUnica forma quimica de Sr estavel muito
prejudicial por inalagdo € o cromato de estroncio, mas isso se deve ao cromo toxico
€ nao propriamente ao Sr. Problemas com o crescimento 6sseo podem ocorrer em
criangas que comem ou bebem niveis elevados de Sr, especialmente se a dieta é
baixa em calcio e proteina. Os sais comuns de Sr ndo sdo nocivos quando inalados
ou colocados sobre a pele.?*

Estudos em animais mostraram que comer ou beber quantidades muito
grandes de Sr estavel pode ser letal. Nessas quantidades altas, o Sr levado para os
ossos em vez do Ca pode causar o enfraquecimento dos ossos em crescimento. O
Sr tem efeitos mais graves no crescimento 6sseo em animais jovens do que em
adultos.?®

Estudos com animais admitem a identificacdo do osso como o alvo mais
sensivel da toxicidade do Sr. Doses relativamente elevadas desse elemento (=500
mg/kg/dia) causaram uma redug¢ao na mineralizagao 6ssea (peso de cinzas) e uma
alteracdo na composi¢cdo quimica da matriz 6ssea organica. Além disso, as zonas
hipertréficas das placas de crescimento epifisario dos ossos longos se tornaram
anormalmente profundas e largas, uma vez que a calcificagdo nao ocorreu. O
enfraquecimento severo dos ossos resultou do raquitismo, pois o esqueleto nao
podia suportar o corpo adequadamente, e a deformidade da cabeca do fémur pode
ter contribuido para a paralisia dos membros posteriores em alguns casos. Os
animais jovens foram mais sensiveis ao efeito do excesso de Sr do que os animais
mais velhos, possivelmente porque sua absorcao e retencdo foram maiores nos
jovens. Além disso, a insuficiéncia de Ca e de vitamina D na dieta aumentou a

gravidade dos efeitos esqueléticos.??
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Um sugestivo estudo epidemiolégico com criangas do Peru mostrou que o
aumento da ingestdo de Sr contribuiu para o aumento da prevaléncia de sinais de
raquitismo (craniomaldcia, rosario raquitico, abaulamento no pulso, deformidades
Osseas da perna e fechamento tardio das fontanelas). Um aumento significativo da
incidéncia de raquitismo foi associado a uma dieta restrita a agua e aos cereais

cultivados localmente em solos com concentragbes de Sr superiores a 350 mg/kg.23

3.2.6 Niveis de riscos minimos (NRMs) orais de estréncio estavel

Esta convencionado um NRM de 2,0 mg/kg/dia para exposigdo oral de
duracéo intermédia (15-364 dias) para o Sr estavel e seus compostos.

Os efeitos mais consistentes da exposicao oral ao Sr estavel em excesso sao
raquitismo (diminuigdo da calcificagdo da cartilagem) e osteomalacia (diminui¢do da
mineralizagao 6ssea), especialmente em jovens.

Um estudo epidemioldgico turco forneceu evidéncias indiretas de que o
excesso de exposigédo oral ao Sr (na presenga de outros fatores predisponentes)
pode contribuir para o desenvolvimento de raquitismo em criangas.?

Em geral, estudos com animais concentram-se na avaliagdo dos efeitos
esqueléticos, com consideragao ocasional ao peso corporal e a quimica sérica. Em
roedores jovens, os efeitos tipicos do excesso de Sr incluiram um alargamento
anormal das placas epifisarias cartilaginosas dos ossos longos, uma falta de
calcificacdo Ossea e deposicdo anormal de matriz 6ssea ndo mineralizada ou
osteoide.25'26'27’28'29

Sabe-se que os efeitos esqueléticos do Sr estdo relacionados com a sua
similaridade quimica com o Ca e com a sua supressao do metabolismo da vitamina
D e da absorgéo intestinal de Ca.3° Os efeitos sdo mais graves em ratos jovens do
que em adultos, uma vez que a taxa de incorporagcao esquelética de Sr € mais
elevada em animais jovens. Um baixo nivel de efeito adverso observado (a lowest-
observed-adverse-effect level - LOAEL) de 550 mg de estroncio/kg/dia foi
identificado para anormalidades de mineralizagdo O0ssea em ratos desmamados
expostos a carbonato de estréncio dietético por 20 dias.3"

O estudo permitiu as constatagdes que seguem. As placas epifisarias dos
0ssos longos tornaram-se irregulares e anormalmente grossas. Além disso, areas de

matriz éssea nao calcificada foram depositadas nas extremidades distais das
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trabéculas metafisarias e extremidade proximal das diafises. Irregularidades na
organizagdao das células da zona hipertréfica, no padrédo de calcificagdo e na
deposicido de osteoide foram mais evidentes com o aumento da dose. Nas tibias, o
peso seco, 0o peso de cinzas, a porcentagem de cinzas e o calcio em cinzas
reduziram-se significativamente com o aumento da ingestdo de Sr. Ndo ocorreram
efeitos sobre a mineralizagdo éssea em ratos desmamados que ingeriram 140 mg
de estréncio/kg/dia, e ndo se observaram niveis de efeitos adversos (no-observed-
adverse-effect levels - NOAELs) para exposi¢do a duragéo intemediaria. Em ratos
adultos, os efeitos da ingestdo de Sr foram menos graves e doses mais elevadas
foram necessarias para produzir o mesmo efeito causado em animais jovens.

O nivel de 690 mg de estréncio/kg/dia ndo originou efeitos em adultos, o que
foi superior ao LOAEL para o desmame. Em adultos, alteragdes na histologia da
tibia, tais como espessamento anormal das cartilagens epifisarias e costuras
osteoides metafisarias anormalmente alargadas, foram observadas com a ingestao
de 1.370 mg de estrdoncio/kg/dia ou acima dessa dosagem. Aos 2.750 mg de
estroncio/kg/dia, o tecido désseo foi depositado perto dos canais vasculares, e as
areas de reabsorcao 6ssea foram reduzidas. Nas tibias de ratos adultos, o peso
seco, 0 peso de cinzas, a porcentagem de cinzas e o calcio nas cinzas foram
apenas significativamente afetados na dose mais elevada. Este estudo demonstra a
diferenca na sensibilidade ao estrbncio entre animais jovens e adultos que é
causada pela maior taxa de incorporacdo de estrbncio no esqueleto em
desenvolvimento em animais jovens.3'

Os niveis de dose critica identificados no estudo de Storey acima mencionado
sdo corroborados por outros estudos em roedores. Determinados LOAELs (500-565
mg de estroncio/kg/dia) para mineralizagcdo O0ssea anormal sdo identificados em
varios estudos sobre ratos desmamados expostos a carbonato de estroncio®®?8, ou a
uma forma ndo especificada de estréncio.?® Foram observados ligeiros efeitos
esqueléticos em ratinhos expostos a 350 mg de estréncio/kg/dia com o cloreto de
estroncio.?® Além disso, niveis semelhantes de efeito adverso ndo observado
(NOAELSs) na gama de 110-168 mg estroncio/kg/dia para efeitos esqueléticos foram
identificados a partir de estudos em ratos desmamados expostos a uma forma nao
especificada de estroncio?’, hexahidrato de cloreto de estroncio®? ou carbonato de

estroncio.33



37

O estudo de Storey é considerado como basico para o LMR intermediario por
terem sido testados tanto animais jovens como adultos, as doses administradas
incluiram NOAELs e LOAELs para ambos os grupos etarios, e a avaliagdo de efeitos
esqueléticos levou em conta a analise histopatologica.

Outros estudos apresentam deficiéncias graves que os tornam inadequados
para derivar um NRM. Dois estudos administraram doses uUnicas de 166-168 mg/kg,
mas néo relataram efeitos adversos.?®32 Embora os resultados apoiem os NOAELs
estabelecidos por Storey, a falta de doses mais altas que causam resultados
positivos aumenta a incerteza sobre as experiéncias. O estudo de Johnson e
colaboradores administrou uma dose unica de 565 mg/kg e obteve um LOAEL
grave.3334

Trés dos outros estudos apresentaram deficiéncias que os tornam,
igualmente, menos adequados do que o de Storey. A pesquisa de Morohashi e
colaboradores ndo analisou a histopatologia 6ssea. Os estudos de Marie e Hott e de
Neufield e Boskey administraram doses unicas de 350 e 500 mg/kg,
respectivamente, que foram LOAELs para efeitos esqueléticos, mas nenhuma
informacgéo foi fornecida sobre os niveis de efeito ou os efeitos em doses mais
elevadas. Por conseguinte, o NOAEL de 140 mg de estroncio/kg/dia para efeitos
esqueléticos em ratos desmamados parece ser a base mais adequada para calcular
um NRM intermédio. O NOAEL de 140 mg de estroncio/kg/dia foi dividido por um
fator de incerteza de 30 (10 para extrapolagdo de animal para humano e 3 para
variabilidade humana) e um fator modificador de 3 (para duragao curta do estudo e
exame de ponto final limitado). Um fator de incerteza parcial foi usado para explicar
a variabilidade humana porque o NOAEL selecionado baseou-se na resposta de
jovens, que, entre os homens, é também o grupo mais sensivel. O NRM resultante é
calculado como sendo 2,0 mg de estroncio/kg/dia, o que é aproximadamente 40
vezes maior do que a exposicao diaria total estimada para o estréncio estavel de
0,047 mg/kg/dia. O NRM representa uma estimativa da exposicdo humana diaria
que provavelmente nao tera um risco apreciavel de efeitos adversos para a saude.
Uma vez que o NRM é baseado em efeitos em ratos jovens, € considerado como
protetor de criangas, que apresentam semelhangas em relagdo a imaturidade do
esqueleto e a altas taxas intestinais de absorgéo de estroncio.33:34

Os NRM néo foram derivados para exposi¢des orais agudas ou cronicas ao
estroncio estavel. Os dados agudos relevantes estdo limitados a dois estudos de
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letalidade em ratinhos®¢¢ e a dois estudos de toxicidade em ratos.3>* Os estudos
com ratos nao foram considerados adequados para a derivagao de NRM. No estudo
de Kshirsagar, a unica dose administrada, 3.000 mg de estréncio por kg/dia sob a
forma de fosfato de estréncio, resultou em efeitos graves de peso corporal (62% de
reducdo no ganho de peso) e foi superior aos valores de DL50 relatados para
camundongos.333* O estudo de Kroes e colaboradores nao identificou um nivel de

efeitos adversos, tendo como resultados dados limitados sobre a toxicidade.3°

3.2.7 Efeitos in vivo do estroncio: agdes benéficas e efeitos secundarios indesejaveis

Em estudo datado de 2004, a equipe de Meunier demostrou os efeitos
positivos do ranelato de estrébncio como medicamento antiosteoporético. O numero
de novas fraturas vertebrais foi reduzido em 49% durante o primeiro ano e em 41%
durante o periodo do estudo. A densidade mineral 6ssea foi aumentada no final do
estudo em 14,4% para a coluna lombar e em 8,3% para o colo do fémur. O ranelato
de estrbncio parece prover um tratamento seguro e eficaz da osteoporose pos-
menopausica, capaz de causar uma redugdo rapida e prolongada no risco de
fraturas vertebrais.?

Desde entdo, os efeitos benéficos de estréncio tém sido repetidamente
realgados e ndo deixam duvidas quanto a sua dupla acéo sobre a formagao éssea e
a reabsorgao ossea in vivo.

O ranelato de estrdoncio evita a perda dssea em ratos ovariectomizados,
aumenta a massa 6ssea em animais osteopénicos e aumenta a resisténcia 6ssea
em animais normais.?'

As propriedades mecanicas da hidroxiapatita pura ndo sio ideais quando
utilizada como substituto 6sseo. O Sr é um dos elementos do organismo e pode
substituir a posicdo do Ca na estrutura molecular da hidroxiapatita.3” De acordo com
as pesquisas de Grympas, baixas doses de estrébncio podem demonstrar o
incremento de formag&o 6ssea e a densidade no osso trabecular em roedores.3?

A estrutura da hidroxiapatita permite alteracbes catidbnicas e anibnicas
isomorficas que preservam sua estrutura hexagonal. O ion Ca?* pode ser substituido
por cétions tais como o Sr (FIGURA 3) Zn?*, Fe?*, Cu?*, Mg?*, Al?*, Ni?*,Cr2* Nn?*,

Si%*,Co?*, Pb?*, Cd?*. O sitio da hidroxila OH-, pode ser substituido por anions tais
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como F-, CI- ou CO3?%, e o sitio de ligagdo do PO43 é substituido geralmente por
anions tais como VOs* ou CO3?%.

As modificagdes na estrutura tridimensional da hidroxiapatita pela
incorporagdo de ions alteram o comportamento biologico, a cristalinidade, a
solubilidade, as propriedades fisico-quimicas e mecénicas.®¥3%40 E, quando
presentes simultaneamente, os substitutos podem ter efeitos sinérgicos ou
antagoénicos nas suas propriedades*! (FIGURA 3).

As substituicdes catibnicas de ions de Ca?* podem ter comportamentos
diversificados: Sr?*, Mg?* causam uma maior solubilidade nas apatitas, com
alteracdes na estabilidade térmica e na reatividade superficial; os metais Pb?* e Cd?*
induzem acgéo toxica no tecido, no entanto, por ions Zn?* e Sr?*, estimulam a
regeneragcado Ossea, com diminuicdo da reabsorgdo Ossea pelos osteoclastos e

aumento na diferenciagédo de osteoblastos que favorecem a neoformacgéo 0ssea.*?

Figura 3 - Estrutura da hidroxiapatita dopada com estroncio

Fonte: Terra et al., 2010, p. 9.

Segundo Stepan, o Sr substitui o Ca na malha de hidroxiapatita dos minerais dos
ossos. No entanto, quando a massa 6ssea é medida por densidade mineral éssea
(DMO), os atomos de Sr presentes no osso atenuam os raios X mais fortemente do
que os atomos de Ca, sendo mais denso, por ter o dobro do nimero atémico.*3
Novos estudos sdo, no entanto, oportunos para determinar se a eficacia
antifratura do estrbncio tem necessariamente como consequéncia a mudanca na

composicado e na cristalinidade do osso. Esses elementos diferentes sobre a
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adsorcao de Sr ou a qualidade dos cristais de apatita do osso podem, pelo menos
em parte, explicar os efeitos benéficos do Se na reducdo do risco de fraturas, mas o
mecanismo desses efeitos ainda exige estudos adicionais para que seja mais bem
compreendida a sua sinalizacao intracelular.

A acado do Sr na osteoclastogénese tem sido repetidamente demonstrada,
manifestando a inibicdo da diferenciagdo de osteoclastos, a sua actividade e
também de reabsorgdo do osso.*

Estudos mais recentes explicam a agdo molecular para essa inibicao,
estabelecendo que o Sr reduz a capacidade de adesdo dos osteoclastos ao 0sso,
alterando a actina da area de vedacao, quando acontece a remodelagéo 6ssea.*®

Também desempenha um papel na via do fator nuclear Kappa-B (NF-kB)#6
inibindo a osteoclastogénese, bem como sobre o numero e a atividade dos
osteoclastos.#” Além disso, no caso de dosagem elevada, induz a apoptose de
osteoclastos pelo caminho PKCRII.%6 As taxas nessas experiéncias sdo semelhantes
as que podem ser encontradas adsorvidas na superficie do osso tratado com Sr*é e,
assim, demonstrar seu efeito antirreabsor¢cdo. O Sr se caracteriza como ativador da
osteogénese, pois tem a particularidade de atuar tanto sobre as células de
reabsorcdo, como em células de formagdo o6ssea (FIGURA 3). Assim, tem-se
mostrado como um indutor de replicagdo de preosteoblastos e da fungdo dos
osteoblastos maduros e aumentar a sintese da matriz 6ssea.*®

O ranelato de estréncio possui um duplo mecanismo de acdo, ativando a
formacao 6ssea e diminuindo a reabsorcao 6ssea. Os bisfosfonatos produzem uma
diminuicao significativa na remodelagao éssea, e o ranelato de estrédncio aumenta a
formacao dssea e diminui a reabsorgdo 6ssea.%°

Os osteoblastos e adipécitos sdo derivados a partir das mesmas células
estaminais mesenquimais na medula 6ssea. O Sr age sobre 0 comprometimento e a
diferenciagao dessas células, ativando osteoblastogénese e inibindo a adipogénese
como evidenciado pela inibicdo de genes caracteristicos da diferenciagéo
adipogénica: PPAR-gama, C / EBPa e LPL (lipoproteina lipase)®'%253 (FIGURA 4).

Figura 4 - Mecanismo de ac¢éo do estréncio
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Fonte: Adaptado de Fournier et al., 2012, p. 502.

3.3 O tecido 6sseo

O tecido 6sseo cresce continuamente, remodelando-se e reparando-se.
Contribui para a homeostase do corpo, fornecendo suporte e protecao, produzindo
células sanguineas e armazenando minerais e triglicerideos. O osso € composto de
varios tecidos diferentes trabalhando em conjunto: tecido ésseo, cartilagem, tecido
conjuntivo denso, epitélio, tecido adiposo e tecido nervoso. Por esse motivo, cada
0sso, individualmente em seu corpo, € considerado um 6rgao. O tecido 6sseo, um
tecido vivo complexo e dinamico, envolve-se continuamente no processo de

remodelagdo — constru¢ao de tecido 6sseo novo e quebra de tecido 6sseo antigo —
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compde cerca de 18% do peso do corpo humano e armazena varios minerais,
especialmente calcio (cerca de 99%) e fésforo, que contribuem para a forga do osso.
Em uma descricdo do osso do seu aspecto macroscopico ao microscopico

devem ser nomeados o tecido compacto e o tecido esponjoso.>* (FIGURA 5).

O osso € um tipo de tecido conjuntivo especializado mineralizado, dinamico,
formado por uma parte organica e outra parte mineral, que Ihe conferem
caracteristicas importantes para cumprir com suas funcdes de protecdo, locomogao

e de armazenamento de ions importantes para a homeostase. %%

A fase mineral, formada especialmente por hidroxiapatita, contribui para o
aumento de sua resisténcia mecénica, enquanto a fase orgénica, formada sobretudo
por células e colageno tipo |, € responsavel pela manutengdo de sua vitalidade e por

sua plasticidade.55-%6:57

A remodelagao e a regeneragéo 0ssea ocorrem de forma ativa durante toda a
vida do individuo e sdo dependentes da diferenciacido de células mesenquimais para
a formacado dos osteoblastos, encarregados de sintetizar e secretar a matriz
osteoide. A regulagdo destes processos € mediada por uma sequéncia de sinais

moleculares geneticamente controlados, porém influenciados pelo meio. 7-58

Quando os osteoblastos ficam aprisionados no interior desta matriz, passam a
ser denominados de ostedcitos. Estas células ocupam as lacunas do tecido dsseo e,
por intermédio de prolongamentos citoplasmaticos nos canaliculos 6sseos, sao
capazes de responder a transmissdo de estimulos internos e externos, e
desencadear uma cascata de sinalizacdo que ira resultar em reabsor¢cdao ou

neoformagéo ossea.5"%9

Figura 5 - Estrutura hierarquica do osso demonstrando os niveis
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4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1

Avaliacao histomorfolégica
apo6s administracao sistémica de estroncio em 6rgaos de ratos
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Resumo

Introdugcdo: O Estréncio (Sr) em grande parte se localiza no osso. Doses
relativamente elevadas de Sr causaram uma redu¢do na mineralizacdo 6ssea. O
objetivo deste estudo tem como finalidade avaliar histologicamente alteragdes que
podem ser provocadas pela administracdo sistémica de Sr. Material e Métodos
Foram utilizados ratos do tipo Wistar entre 380 e 480 gramas, separados em grupos:
Protos 1, (GP1), Protos 2 (GP2), Farmaco (GF) e Controle (GC), com seus
respectivos pontos biolégicos de 15, 30 e 60 dias. Os resultados obtidos foram no
Grupo Protos (GP 1), com administragdo do biomaterial de forma sistémica durante
15 dias no figado: se encontraram congestdo centrolobular discreta, peliose,
congestdo de sinusoides, microesteatose, variagdo anisocariose, mobilizagdo das
células sinusoidais, areas de necrose hepatocelular. No Grupo GP 2 (Grupo Protos
2), com administragdo do biomaterial de forma sistémica durante todos os dias, no
figado tiveram congestéo centrolobular discreta. No 6rgao rim, nefrite. No grupo GF,
(Grupo Farmaco) ponto biolégico de 15, 30 e 60 dias, com administracdo do
biomaterial de forma sistémica durante 15 dias, foram obtidos os seguintes
resultados: No orgao figado observou-se alteragbes com apresentagcbes de
arquitetura hepatica preservada, congestdo sinusoidal, necrose hepato-celular
isolada, mobilizacdo das células sinusoidais, discreto infiltrado inflamatorio
morfonuclear nos espacgos porta, células de Kuppfer em mobilizacdo e peliose. No
orgao rim observou-se acumulos focais de morfonucleares na regido cortical,
infiltrado inflamatorio glomerular e acumulo focal de infiltrado na regido cortical e
nefrite intersticial. No GC, (Grupo Controle) os resultados foram sem
particularidades. Os achados encontrados nesse estudo possibilitaram uma
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avaliacdo do comportamento do Sr em nivel sistémico com suporte das analises
histolégicas. Apds estes resultados, concluimos que a administracéo de Sr de forma
sistémica em ratos durante 60 dias, pode proporcionar alteracbes em figado e rim a

nivel histologico.

Palavras-chave: Biomaterial. Estroncio. Histologia

ABSTRACT

Introduction: Strontium (Sr) is largely located in the bone. Relatively high doses of Sr
caused a reduction in bone mineralization. The objective of this study was to
evaluate histologically changes that can be caused by the systemic administration of
MATERIALS AND METHODS Wistar rats between 380 and 480 grams were used,
separated into groups: Protos 1, (GP1), Protos 2 (GP2), Drug (GF) and Control (GC),
with their respective biological points of 15, 30 and 60 days. The results were
obtained in the Protos Group (GP 1), with systemic administration of the biomaterial
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for 15 days in the liver: discrete centrilobular congestion, peliosis, sinusoid
congestion, microasatosis, anisocariasis variation, mobilization of sinusoidal cells,
areas of necrosis hepatocellular. In Group GP 2 (Protos 2 Group), with administration
of the biomaterial in a systemic way during the day, in the liver they had discrete
centrilobular congestion. In the kidney organ, nephritis. In the GF group, the
biological point of 15, 30 and 60 days, with administration of the biomaterial in a
systemic way for 15 days, the following results were obtained: In the liver organ it
was observed alterations with presentations of preserved hepatic architecture,
congestion sinusoidal, isolated hepato-cellular necrosis, mobilization of sinusoidal
cells, discrete morpho-nuclear inflammatory infiltrate in portal spaces, Kuppfer cells in
mobilization and peliosis. In the kidney organ were focal accumulations of
morphonuclear cortical region, inflammatory glomerular infiltrate and focal
accumulation of infiltrate in the cortical region and interstitial nephritis. In GC (Control
Group) the results were without particularities. The findings found in this study
allowed an evaluation of the behavior of the SR at the systemic level supported by
the histological analyzes. After these results, we conclude that the administration of
Sr systemically in rats for 60 days can provide liver and kidney changes at histologic

level.

Keywords: Biomaterial. Strontium. Histology.

4.2 INTRODUCAO

O termo biomaterial é utilizado para indicar qualquer substancia ou mistura de
substancias, naturais ou nao, usadas em aplicagcbes biomédicas, tais como partes
de implantes médicos ou proteses, que interagem com os sistemas bioldgicos, com
0 objetivo de tratar, expandir ou substituir quaisquer tecidos, 6rgados ou fungdes do
corpo. Os biomateriais de origem natural podem ser obtidos a partir de diversos
organismos, desde bactérias a mamiferos, como por exemplo, alginato, colagenos,
algas, quitosana e acido hialurénico. Os biomateriais de origem sintética tém a sua

origem essencialmente no petréleo ou em misturas de varios compostos quimicos,
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como exemplo, carbonatos de calcio, fosfatos de calcio, acidos poli lacticos e poli
glicélicos.

Os requisitos gerais dos biomateriais para aplicagbes médicas sao:
biocompatibilidade, facilidade de obtencdo, elevada variedade de materiais
disponiveis, a densidade dos materiais usados € proxima dos meios bioldgicos e a
esterilidade. Entre estes requisitos, a biocompatibilidade é fundamental, porque um
biomaterial ndo deve reagir com os tecidos, ndo deve sofrer desgaste ou corrosao,
nao deve ser carcinogénico, ndo pode ser toxico e deve provocar o minimo de
reagOes alérgicas ou inflamatorias.’

A hidroxiapatita (HA) € um dos ceramicos mais utilizados na regeneracgao
Ossea, apresenta excelente biocompatibilidade e bioatividade, sendo capaz de se
ligar quimicamente ao osso, tendo, porém, pouca resisténcia e, por isso, se
complementa com outros minerais como, por exemplo, o estroncio.?

O estréncio (Sr) € um metal da terra dos elementos alcalinos terrosos e
assemelha-se, em grande parte, ao calcio (Ca), estando 99% da carga corporal total
de Sr localizada no o0sso.?

Sintomas toxicos em decorrénciade superdosagem de Sr ndo foram relatados
no homem, contudo, a administracao intravenosa de altas doses induz hipocalcemia

consequente ao aumento da excregdo renal de Ca.*

Quando o estroncio € ingerido por via oral, a porgdo que nao passa pela

parede intestinal para entrar na corrente sanguinea é eliminada nas fezes.?

Doses relativamente elevadas de estroncio (2500 mg / kg / dia) podem causar
reducdo na mineralizagdo 0ssea e alteragdo na composicao quimica da matriz 6ssea
organica em ratos. Além disso, as zonas hipertroficas das placas de crescimento
epifisario dos ossos longos tornam-se anormalmente profundas e largas, por nao ter
ocorrido a calcificagdo. Os efeitos mais consistentes da exposigdo por via oral ao
estroncio estavel em excesso sdo raquitismo (diminuicdo da calcificacdo da
cartilagem) e osteomalacia (diminuicdo da mineralizacdo éssea), especialmente em

ratos jovens.*

Sabe-se que os efeitos esqueléticos do estroncio estao relacionados com a
sua similaridade quimica com o calcio e com a supressdo do metabolismo da

vitamina D e da absorcao intestinal de calcio.>®
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O objetivo deste trabalho tem como finalidade analisar histologicamente

orgaos de rato para avaliar provaveis alteragdes celulares devido ao depdsito de Sr.

4.3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar, com peso aproximado entre 350 e 480 gramas,
e a amostra, constituida de 60 animais, foi distribuida para a composi¢ao de quatro
grupos, com 15 animais em cada um deles: grupo | (GP 1), cujos defeitos foram
preenchidos apenas por coagulo sanguineo, tendo sido ofertado o medicamento
Protos® durante 15 dias nos subgrupos de 15, 30 e 60 dias; grupo Il (GP 2) defeitos
preenchidos apenas por coagulo sanguineo e ofertado o medicamento Protos®
todos os dias em cada um dos trés subgrupos; grupo Il (GF), defeitos preenchidos
apenas por coagulo sanguineo e foram ofertadas microesferas de hidroxiapatita
dopadas com estréncio e alginato [HASr-Alg] durante 15 dias nos subgrupos de 15,
30 e 60 dias; e grupo controle (GC), defeitos foram preenchidos apenas por coagulo
sanguineo, tendo sido unicamente ofertada racdo. Esses dados se reunem na
Tabela 1.

Tabela 1 - Grupos de ratos e seus pontos biolégicos em dias

Grupo Gl Gll Gl GIV Total
Ponto GP 1 GP 2 GF GC
biolégico
15 5 5 5 5 20
30 5 5 5 5 20
60 5 5 5 5 20
Total 15 15 15 15 60

Fonte: Dados da pesquisa.

Inicialmente, para sintese do compdsito HASr-Alg, foi sintetizado o fosfato de

calcio em pdés nanométricos com cristais de dimensdes inferiores a 10 nm, por meio
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de rotas de precipitagdo em via Umida, acida e alcalina, com controle dos
parametros de preparagdo: concentragdo dos reagentes, temperatura de
precipitacdo e digestao, pH, velocidade de adigdo dos reagentes, velocidade de
agitacdo do meio reacional, tempo de digestdo. O pd de nanoHA obtido foi
submetido a um processo de desaglomeracdo mediante tratamento com ultrassom
de alta poténcia e material desaglomerante com condi¢gdes controladas de pH. Para
a formacao das esferas de nanoHA e alginato, essa mistura foi gotejada em uma
solugao de cloreto de calcio, com a formagao de esferas com diametros entre 1.000
e 2.000 ym, que foram lavadas em agua destilada e secas. Posteriormente,
adicionou-se nitrato de estroncio Sr(NO3)2.4H20, na concentracdo de 50%. A
sintese e as caracterizagdes desse compdsito foram realizadas no Centro Brasileiro
de Pesquisas Fisicas no Rio de Janeiro (CBPF/RJ).

O farmaco, ranelato de estréncio, foi incorporado a dieta com ragao pastosa,
na propor¢gao de 900 mg/Kg/dia/rato, conforme protocolo modificado a partir do
descrito por Ammann et al.> Como os animais apresentavam peso médio de 375 g,
calculou-se uma dose média de 337,5 mg de ranelato de estrbncio anidro, que
correspondeu a dose diaria de 675 mg de p6 do Protos® fracionada em tubos
plasticos. A administragdo do farmaco por via oral na dieta iniciou-se no segundo dia
do pds-operatorio, estendendo-se até o periodo dos respectivos pontos bioldgicos.
Uma por¢ao da ragao solida (aproximadamente 8 g) foi triturada e misturada com 5
mL de agua filtrada para formar dieta pastosa, a qual se acrescentou a dose diaria
do ranelato de estréncio.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas
plasticas identificadas conforme o grupo e o ponto biolégico, autoclavadas, forradas
com maravalha de pinus autoclavada e trocada diariamente. Na ficha de
identificacdo, ainda constavam a massa corporal do animal, a data da cirurgia e do
sacrificio e 0 nome do pesquisador.

Os animais foram alimentados com ragao soélida e agua ad libitum, mantidos
em condi¢cdes ambientais adequadas de temperatura e luminosidade.

Para confeccdo do defeito 6sseo critico, com aproximadamente 8,5 mm de
diametro, na porcdo mediana da calvaria, utilizou-se fresa trefina acoplada a um
motor cirurgico para implantes com rotacado de 1500RPM, torque de 55 N/cm, sob
constante irrigacdo com solugdo fisioldégica estéril e o fragmento foi removido,

juntamente com a dura-mater, e o defeito preenchidos por coagulo.
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Ap0Os os pontos biologicos de 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados
com a dose letal do anestésico, e os érgaos figado e rim direito foram removidos e
separados da forma que segue.

O figado foi seccionado em corte axial, em sentido latero-medial para separar
a parte superior e a inferior. O fragmento superior foi colocado em frasco estéril em
formol tamponado a 4%, durante 48 horas, e o fragmento inferior foi inserido em
frasco estéril congelado a -35° C.

O rim direito foi seccionado em corte axial, em sentido latero-medial, para
separar a parte superior e a inferior. O fragmento superior foi colocado em frasco
estéril em formol tamponado a 4%, durante 48 horas, e o fragmento inferior foi
inserido em frasco estéril congelado a -35° C.

Os espécimes obtidos foram avaliados macroscopicamente e colocados em
recipientes plasticos identificados, contendo solugdo de formol tamponado a 4%
para fixagdo durante 48 horas. No Instituto de Patologia Geral e Cutanea (IPAC),
Salvador, Bahia, procedeu-se ao processamento desses espécimes em um
processador automatico de tecido (Leica®-Alemanha), utilizando-se a sequéncia de
alcool em diferentes concentragdes, xilol e parafina.

Subsequentemente, foi realizada a inclusdo das amostras em blocos de
parafina, as laminas foram previamente lavadas com detergente neutro, agua
destilada, solugdo de acido cloridrico (1 N), solucdo de alcool absoluto e acido
acético na proporcdo de 3:1. Em seguida, foram previamente silanizadas, de
maneira sequencial, em solu¢do de organosilano a 2% diluido em acetona pura e,
por ultimo, lavadas com agua destilada. Os cortes histologicos seriados de 5 um de
espessura, realizados em micrétomo (Leica®-Heilderberg-Alemanha) e navalha
especifica para parafina, foram dispostos nessas laminas e corados por hematoxilina
e eosina. As imagens foram obtidas por meio de uma camera de video digital (Leica
DFC310 FX; Resolugdo 1392 x 1040 pixels -1,4 Mpixels-LEICA® - Heerbrugg-
Suiga), acoplada a um microscopio de luz polarizada (Leica DM100, LEICA® -
Alemanha), utilizada para captura das imagens no sistema de analise de
processamento de imagens (Software Leica QWin Plus, 2011, LEICA® - Alemanha),
calibrada com 1 pixel =2,46 ym e zoom de 0,56x.

Foi realizado o teste exato de Fisher para verificar se as amostras diferiam

entre si, comparando-se as proporgdes das unidades amostrais nos grupos.
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4.4 RESULTADOS

Dos resultados histolégicos do grupo Protos 1 (GP 1) nos pontos biolégicos
de 15, 30 e 60 dias, com administragdo do biomaterial em forma sistémica durante
15 dias, obtiveram-se os resultados descritos a seguir.

No orgao pele, ndo se registraram alteragcdes, conforme esperado, por
consequéncia do preenchimento do defeito 6sseo apenas por coagulo; uma unica
amostra do subgrupo de 60 dias apresentou alteragdo com proliferagdo de fibrose
dérmica relacionada com um ponto de sutura e, no subgrupo de 30 dias, apenas
uma apresentou exulceracdo com crosticula, devido ao comportamento dos
roedores de raspar a cabega com as patas na area em que foi realizado o defeito
0sseo0.

No 6rgao figado do subgrupo de 60 dias, observaram-se alteragbes em todas
as amostras, apresentando-se congestdo de sinusoides, microesteatose (gordura),
congestéo geral do figado, congestao centrolobular, variagdo anisocariose (variagéo
dos nucleos dos hepatdcitos), mobilizagado das células sinusoidais, areas de necrose
hepatocelular (FIGURAS 1 a 4). No subgrupo de 30 dias, somente uma amostra
demonstrou congestdo centrolobular discreta. No subgrupo de 15 dias, trés

amostras tiveram congestao centrolobular discreta, e uma amostra, peliose.

Figura 1 - Figado do GP 1 aos 60 dias, destacando-se sinusoide (S),
capsula de Glisson, fibras colagenas revestidas pelo
peritdneo (CG), células de Kuppfer (CK)
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Fonte: Autoria propria.

Figura 2 - Figado do GP 1 aos 60 dias, destacando-se capsula de Glisson (CG),
microesteatose (ME), congestdo de sinusoides (CS), células de Kuppfer (CK),
hepatdcito (H), necrose celular (NC)

Fonte: Autoria propria.

Figura 3 - Figado do GP 1 aos 60 dias, destacando-se capsula
de Glisson (CG), microesteaose (ME), congestéo de
sinusoides (CS),células de Kuppfer (CK), hepatocito (H),
necrose celular (NC)
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Fonte: Autoria propria.

Figura 4 - Figado do GP 1 aos 60 dias, destacando-se veia central
lobular (VCL), célula de Kuppfer (CK), sinusoide (8),
microesteatose (M), necrose celular (NC)

Fonte: Autoria propria.
No orgao pele, somente uma amostra no subgrupo de 30 dias teve

exulceragao com crosticula (FIGURAS 5 e 6).

Figura 5 - Pele do GP1 aos 60 dias, destacando-se proliferagao
de fibrose dérmica (PFD), papila dérmica (PD),
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crista  papilar  (CP), sulco interpapilar  (Sl), epiderme  (E),
glandula sebacea (GSb), glandula sudoripara (G

} Fonte: Autoria propria

Figura 6 - Pele do GP1 aos 60 dias, destacando-se crista papilar (CP),
sulco interpapilar  (Sl), papila dérmica (PD), epiderme (E),
fibrose (F), glandula sodoripara (GS), glandula sebacea (GSb)

O-

Fonte: Autoria pr

pria

No grupo Protos 2 (GP 2) com pontos bioldgicos de 15, 30 e 60 dias, com
administragcao do biomaterial de forma sistémica durante todos os dias, obtiveram-se

os resultados descritos a seguir.
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Em relacdo ao figado, no subgrupo de 15 dias, duas amostras tiveram
congestdo centrolobular discreta, e trés nao apresentaram alteragdes; nos
subgrupos de 30 e 60 dias, uma amostra de cada subgrupo demonstrou congestao
centrolobular discreta.

No érgéo rim, uma amostra do subgrupo de 30 dias teve nefrite.

No d6rgao pele, trés amostras tiveram exulceragao com crosticula no subgrupo
de 30 dias.

No o6rgédo cérebro, nos trés subgrupos, os resultados nao apresentaram
alteracdes.

No Grupo Farmaco (GF), com pontos biolégicos de 15, 30 e 60 dias, com
administracao do biomaterial de forma sistémica durante 15 dias, foram obtidos os
seguintes resultados.

No 6rgédo pele dos trés subgrupos, os resultados foram, sem alteracoes,
conforme esperado; apenas uma amostra apresentou alteracdo com area de fibrose
dérmica no subgrupo de 60 dias; e, no de 15 dias, constataram-se fibrose dérmica
em duas amostras e exulceracdo com crosticula em uma amostra.

No orgao figado do subgrupo de 60 dias, observaram-se alteragbes em todas
as amostras com apresentacao de arquitetura hepatica preservada, congestéao
sinusoidal, necrose hepatocelular isolada, mobilizacdo das células sinusoidais,
discreto infiltrado inflamatério morfonuclear nos espacgos porta, células de Kuppfer
em mobilizagdo (FIGURAS 7 a 18) no subgrupo de 15 dias, constataram-se trés
amostras com congestao sinusoidal, uma com infiltrado inflamatério morfonuclear e
quatro com peliose; e, no subgrupo de 30 dias, cinco amostras apresentaram

congestéo centrolobular.

Figura 7 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se hepatécito (H),
célula e Kuppfer (CK), area de necrose (NA), microesteatose (ME)
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Fonte: Autoria propria

Figura 8 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se congestdo de sinusoides (CS),
veia central lobular (VCL), area de necrose (NA), microesteatose (ME)

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se congestdo sinusoidal (CS),
area de necrose (AN), microestetatose (ME)

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se congestdo sinusoidal (CS),
veia central lobular (VCL), area de necrose (AN),
microesteatose

Fonte: Autoria propria.

Figura 11 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se infiltrado inflamatério morfonuclear,
microesteatose (ME)
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Fonte: Autoria propria.

Figura 12 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se infiltrado inflamatério morfonuclear,
congestéo sinusoidal (CS), microesteatose (ME)

Fonte: Autoria propria.

Figura 13 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se microesteatose (ME)
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ig ] A

Fonte: Autoria propria

Figura 14 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se infiltrado inflamatério morfonuclear no

espaco porta (IIMN), microesteatose (ME)

Figura 15 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se microesteatose (ME),
infiltrado morfonuclear (IMN), ducto biliar (DB), artéria hepatica (AH),
veia porta (VP)
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Fonte: Autoria propria

Figura 16 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se vaso (V), necrose celular (NC), célula de
Kuppfer (CK), hepatécito (H), microesteatose (ME)

L w 1| p ol .:_* Yol H-h

Fonte: Autoria propria.

Figura 17 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se necrose celular
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Fonte: Autoria propria. Celular

Figura 18 - Figado do GF aos 60 dias, destacando-se necrose celular (NC), microesteatose

Fonte: Autoria propria.
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No érgao rim do subgrupo de 60 dias, observaram-se acumulos focais de
morfonucleares na regido cortical, infiltrado inflamatoério glomerular (que pode sugerir
possivel glomerulonefrite) (FIGURAS 19 a 21); no subgrupo de 15 dias,
constataram-se duas amostras com acumulo focal de infiltrado na regiao cortical,
acumulo de morfonucleares e nefrite intersticial; o subgrupo de 30 dias nao

apresentou alteragoes.

Figura 19 - Rim do GF aos 60 dias, destacando-se acumulo de morfonucleares (AMF),
infilirado inflamatério glomerular (11G)

Fonte: Autoria propria.

Figura 20 - Rim do GF aos 60 dias, destacando-se acumulo de morfonucleares (AMF),
infilirado inflamatério glomerular (11G), glomérulo (G)
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Fonte: Autoria propria.

Figura 21 - Rim do GF aos 60 dias, destacando-se acumulos focais de morfonucleares

Fonte: Autoria propria.

No 6rgéo cérebro dos trés subgrupos, ndo se observaram alteracoes,

caracterizando-se como sem anormalidades.
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No orgdo pele, duas amostras apresentaram fibrose dérmica e uma
exulceragao com crosticula no subgrupo de 15 dias.

No Grupo Controle (GC) com pontos biolégicos de 15, 30 e 60 dias, foram
obtidas as seguintes leituras.

No érgéo pele dos trés subgrupos os resultados foram sem particularidades,
sem alteracdes inflamatérias, fibrose ou neoplasia; observou-se, também, nos trés
subgrupos, musculo estriado esquelético, sem particularidades e/ou anormalidades.

No orgao figado dos trés subgrupos, os resultados demostraram arquitetura
lobular preservada, sem aspecto inflamatério, gordura ou pigmentacdo anormal e
células sinusoidais sem anormalidades (FIGURAS 22 e 23); somente uma amostra

apresentou congestao centrolobular discreta no subgrupo de 15 dias.

Figura 22 - Figado do GC aos 60 dias, destacando-se hepatécito (H),
vaso (V), sem alteragdes

5,
i S
e

e A AT e

Fonte: Autoria propria.

Figura 23 - Figado do GC aos 60 dias, destacando-se heaptécitos sem alteragées (H)
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Fonte: Autoria propria

No 6rgao rim dos trés subgrupos, os resultados foram sem alteragcdes
arquiteturais e inflamatérias, ndo se tendo observado anormalidades histolégicas

(FIGURAS 24 e 25).

Figura 24 - Rim do GC aos 60 dias, destacando-se tubulo contorcido distal (TCD),
tubulo contorcido proximal sem alteragdes (TCP)

Fonte: Autoria propria
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Figura 25 - Rim do GC aos 60 dias, destacando-se glomérulo (G),
capsula de Bowmann (CB), tubulo contorcido sem alteragées (TC)

W o T R I R TD

Fonte: Autoria propria

No orgdo ceérebro dos trés subgrupos, os resultados n&o apresentaram
anormalidades.

Realizou-se o teste exato de Fisher, como consta nas Tabelas 2 a 6.
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Tabela 2 - Comparacdo entre os animais dos grupos Controle (GC) e Protos 1 (GP 1)

guanto a presenca de alteragdes no figado

Variaveis

Congestao centrolobular (discreta)

Nao
Sim
Congestao centrolobular
Nao
Sim
Congestao sinusoidal
Nao
Sim
Microesteatose
Nao
Sim
Mobilizacdo de células sinusoidais
Nao
Sim
Anisocariose
Nao
Sim
Pigmentacao nuclear
Nao
Sim
Area de necrose
Nao
Sim

Controle (GC)
n(N=15) %
14 93,3
1 6,7
14 93,3
1 6,7
15 100,0
0 0,0
15 100,0
0 0,0
15 100,0
0 0,0
15 100,0
0 0,0
15 100,0
0 0,0
15 100,0
0 0,0

Protos 1 (GP 1)

n (N=15) %
10 66,7
5 33,3
11 73,3
4 26,7
14 93,3
1 6,7
13 86,7
2 13,3
12 80,0
3 20,0
14 93,3
1 6,7
14 93,3
1 6,7
14 93,3
1 6,7

p-valor*

0,17

0,33

1,0

0,48

0,22

1,0

1,0

1,0

Fonte: Dados da pesquisa.

*p-valor refere-se ao teste exato de Fisher com significancia de 5%.
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Tabela 3 - Comparacdo entre os animais dos grupos Controle (GC) e Farmaco (GF)
guanto a presenca de alteragdes no figado

Variaveis

Congestdo centrolobular (discreta)
Nao
Sim

Congestao centrolobular
Nao
Sim

Congestao sinusoidal
Nao
Sim
Microesteatose
Nao
Sim
Mobilizagao de células sinusoidais
Nao
Sim

Microesteatose pericentrolobular
Nao
Sim

Area de necrose
Nao
Sim

Infiltrado inflamatério
morfonuclear
Nao
Sim

Células de Kupffer em mobilizacdo
Nao
Sim
Peliose
Nao
Sim

Grupos
Controle (GC) Farmaco (GF)
n (N=15) % n (N=15) %
14 93,3 10 66,7
1 6,7 5 33,3
14 93,3 10 66,7
1 6,7 5 33,3
15 100,0 7 46,7
0 0,0 8 53,3
15 100,0 12 80,0
0 0,0 3 20,0
15 100,0 10 66,7
0 0,0 5 33,3
15 100,0 12 80,0
0 0,0 3 20,0
15 100,0 12 80,0
0 0,0 3 20,0
15 100,0 9 60,0
0 0,0 6 40,0
15 100,0 14 93,3
0 0,0 1 6,7
15 100,0 12 80,0
0 0,0 3 20,0

p-valor*

1,0

0,17

0,002

0,22

0,04

0,22

0,22

0,017

1,0

0,22

Fonte: Dados da pesquisa.

*p-valor refere-se ao teste exato de Fisher com significancia de 5%.
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Tabela 4 - Comparacdo entre os animais dos grupos Controle (GC) e Protos 2 (GP2)
guanto a presenca de alteragdes no figado

Variaveis Grupos
(GC) Controle (GP 2) Protos p-valor*
n (N=15) % n (N=15) %
Congestao centrolobular (discreta)
Nao 14 93,3 15 100,0 0,17
Sim 1 6,7 0
Congestao centrolobular
Nao 14 93,3 15 100,0 1,0
Sim 1 6,7 0

Fonte: Dados da pesquisa.
*p-valor refere-se ao teste exato de Fisher com significancia de 5%.

Tabela 5 - Comparacdo entre os animais dos grupos Controle (GC) e Protos 1 (GP 1),
Controle (GC) e Protos 2 (GP 2), quanto a presenca de alteragdes no rim

Grupos
Variaveis p-valor*
GC Controle GP 1 Protos
n (N=15) % n (N=15) %
Congestao no rim
Nao 15 100,0 10 66,7 0,04
Sim 0 0 5 33,3
GC Controle GP 2 Protos
Nefrite intersticial focal no rim
N3o 15 100,0 14 93,3 1,0
Sim 0 0 1 6,7

Fonte: Dados da pesquisa.
*p-valor refere-se ao teste exato de Fisher com significancia de 5%.
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Tabela 6 - Comparacdo entre os animais dos grupos Controle (GC) e Farmaco (GF),
Controle (GC) e Protos 1 (GP 1), Controle (GC) e Protos 2 (GP 2), quanto a
presenca de alteragdes na pele

Variaveis Grupos
GC_Controle  GF_Farmaco p-valor*
n(N=15) % n(N=15) %
Fibrose dérmica na pele
Ndo 15 100,0 13 86,7 0,48
GC_Controle GP1_Protos
Exulseragdao com crosticula na pele
N3o 15 100,0 14 93,3
Sim 0 0,0 1 6,7 1,0
GC_Controle GP2_Protos
Exulseragdao com crosticula na pele
Nao 15 100,0 12 80,0
Sim 0 0,0 3 20,0 0,22
GC_Controle GF_Farmaco
Exulseragdao com crosticula na pele
Nao 15 100,0 14 93,3 1,0
Sim 0 0,0 1 6,7

Fonte: Dados da pesquisa.

*p-valor refere-se ao teste exato de Fisher com significancia de 5%.

Foi realizada histomorfometria das laminas com alteragdes celulares (Figura 26)
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Figura 26: Imagem de histomorfometria

Height (pm) Area (um?)

Fonte: Autoria propria

Tabela 7: Percentual de alteragdes analisadas no figado e no rim segundo os grupos analisados com

histomorfometria.



GRUPOS

ALTERAGOES GP1 GP2 GF
Peliose no Figado 0,33% - 1,47%
Necrose no figado 4,97% 2,78% 6,83%
Esteatose no figado 38,84% 12,24%  41,79%
Infiltrado Inflamatério Morfonuclear no figado 0,93% 5,95 % 18,49%
Nefrite noRim e 4,72% -
Infiltrado Morfonuclear na Cortical do Rim 7,33%

Fonte: Dados da pesquisa

4.5 DISCUSSAO

73



74

Sabe-se que o0s biomateriais experimentais ora avaliados foram
desenvolvidos a partir de arcabougos auxiliares a regeneragao 6ssea, facilmente
degradados em contato com fluidos fisiolégicos e capazes de liberar ions bioativos e
osseoindutores quando implantados in vivo. Dessa forma, sugere-se,
preliminarmente, que, segundo os resultados do grupo Protos 1 (GP 1), por
exemplo, as modificagdes no figado se devem, provavelmente, a ingestdo de Sr no
alimento fornecido aos roedores.

As analises histologicas dos o6rgdos estdo entre os parametros mais
importantes para caracterizagao de toxicidade, pois sdo a base para deteccado dos
orgaos-alvo e da toxicidade sistémica que pode ser provocada pela ingestdo da
substancia ofertada.*#® Dessa forma, ressalta-se que as alteragdes no figado
correspondem, principalmente, as seguintes apresentagdes: congestao centrolobular
discreta, congestdo sinusoidal, mobilizagdo de células sinusoidais, microesteatose,
anisocariose, pigmentagao nuclear em alguns nucleos.

Em relagdo ao figado — 6rgao que retém uma consideravel quantidade de
metais, provocando efeitos hepatotéxicos —, a lesdo hepatica mais evidente foi a
acumulagao de gordura em suas células, alteragdo que pode ter sido causada por
toxinas. Entretanto, a esteatose hepatica € uma alteracdo associada a uma
variedade de desordens metabdlicas.”'? Entre as desordens metabdlicas
encontradas neste estudo, relata-se, no GP 1, a microesteatose em 40%,
destacando-se como achado relevante. A mobilizagdo de células sinusoidais
representa um padrao importante de resposta tissular, com migragéao de células para
o local com processo inflamatdrio. A congestao sinusoidal geralmente, pela retengéo
de sangue no interior dos capilares sinusoides.

No metabolismo, com respeito a toxinas, existem dois caminhos que induzem
a lesao celular. Algumas substancias quimicas atuam diretamente pela combinagao
com um componente molecular critico ou com uma organela celular, que pode se
ligar a proteinas de membrana celular, causando inibicdo do transporte dependente
de ATP e aumento da permeabilidade da membrana.’ Como o hepatdcito contém
muitos ribossomos, pode diminuir o processo de formagao de ATP e chegar a morte
celular, o que pode ter acontecido, pois foram identificadas varias areas de necrose
celular no grupo Farmaco (GF) aos 60 dias. Outras substancias quimicas ndo séo
ativas, e devem ser convertidas a metabdlitos toxicos reativos, que irdo agir sobre a

célula-alvo. Essa modificacdo € realizada pelo citocromo P-450, no reticulo
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endoplasmatico agranular do figado, causando danos a membrana, lesao celular e
formacao de radicais livres, podendo formar esteatose.'3-'” Essa pode ter sido uma
das causas da obtencdo de microesteatose nos grupos analisados no presente
trabalho.

No grupo Farmaco (GF), os resultados mais sugestivos foram constatados no
figado e no rim, que se mostraram significativamente alterados.

Dentre as células sinusoidais, estdo as células endoteliais e as células de
Kupffer. As células endoteliais formam a parede do sinusoide e apresentam poros
que permitem a troca de fluidos e particulas entre o sangue e o espago de Disse. As
células de Kupffer sdo macrofagos que residem no lumen dos sinusoides. Diversos
estimulos, como, por exemplo, as infecgdes, levam a hipertrofia e a hiperplasia
dessas células, que passam a realizar endocitose e secretar varias substancias,
como citocinas e varias enzimas. 18-22

A esteatose € uma lesdo caracterizada pela visualizacdo microscopica de
areas citoplasmaticas negativas a coloragéo por HE. Essas areas se apresentam
como pequenas vesiculas citoplasmaticas de numero e tamanho variavel, algumas
vezes conferindo a célula aspecto em flor. Outras vezes, esse material apresenta-se
como um grande vacuolo associado ao aumento de volume e balonizagdo dos
hepatdcitos e deslocamento do nucleo para a periferia, dando a célula o aspecto de
um anel (anel de sinete). A esteatose é uma condigdo histopatologica caracterizada
pelo acumulo excessivo de lipideos dentro dos hepatdcitos. Os triglicerideos sdo os
lipideos mais frequentemente envolvidos na esteatose hepatica, a qual,
histopatologicamente, pode ser classificada como macrovesicular ou microvesicular,
dependendo do tamanho dos vacuolos lipidicos. Na esteatose microvesicular, ocorre
alargamento das células em consequéncia do acumulo citoplasmatico de pequenas
vesiculas lipidicas?. Esses quadros estiveram presentes em todos os grupos
experimentais do presente estudo, ndo tendo sido visualizados, porém, no grupo
Controle (GC). Em condigbes normais, os hepatdcitos retiram da circulagado acidos
graxos e triglicerideos provenientes da absorgao intestinal e da lipdlise no tecido
adiposo. Os glicerideos absorvidos e os sintetizados no reticulo endoplasmatico liso
dos hepatécitos ai permanecem até serem transportados em vesiculas ao complexo
de Golgi, para formar as lipoproteinas e ser excretados .

Os animais dos grupos Protos 1 (GP 1) e Protos 2 (GP 2) apresentaram

menor frequéncia de esteatose quando comparados aos do grupo Farmaco (GF). A
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congestéo sinusoidal foi mais evidente no neste ultimo. Em resposta a um estimulo
inflamatdrio, células sanguineas aderem ao endotélio e migram dos vasos
sanguineos para os sitios de inflamagao. Esse processo é mediado por citocinas
inflamatorias e quimiocinas que regulam a expressado de moléculas de adesido que
se ligam a receptores especificos nas células endoteliais e nos componentes da
matriz extracelular.?

A literatura registra que o figado e o rim sdo substratos mais amplamente
empregados no diagndstico de contaminag&o ambiental por metais pesados.?526

Entre os organismos, a toxicidade varia com as propriedades fisico-quimicas
de cada metal e com fatores ambientais. Destaca-se, dentre os efeitos toxicos dos
metais, o rompimento da integridade da membrana celular, acarretando faléncia de
orgaos.?’

O ensaio para determinagdo da toxicidade aguda é uma avaliag&do preliminar
das propriedades toxicas de uma substincia, fornecendo dados a partir da
exposicao de roedores a doses repetidas e de curta duracdo.?®

Realizou-se o teste de Fisher para comparagao dos grupos e verificagdo das
variaveis significativas, obtendo-se os seguintes resultados:

1) Nos grupos Protos 1 (GP 1) e Controle (GC), para os quais nenhuma variavel foi
estatisticamente significativa no nivel de 0,05 de significancia, a propor¢ao de

alteracgdes no figado nao difere entre esses dois grupos.

2) Nos grupos Farmaco (GF) e Controle (GC), as variaveis congestdo sinusoidal,
microesteatose, mobilizacdo de células sinusoidais, infiltrado inflamatério
morfonuclear foram significativas, ou seja, as diferengcas de propor¢des de

alteracdes no figado foram significativas.

3) Nos grupos Protos 2 (GP 2) e Controle (GC), nenhuma variavel foi
estatisticamente significativa no nivel de 0,05 de significancia, ou seja, a

proporgao de alteragdes no figado nao difere entre esses dois grupos.

Como o estroncio é utilizado no tratamento de osteoporose (ranelato de
estroncio), ja foram realizados varios estudos in vivo sobre a toxicidade desse
elemento. Em muitos deles, mudancgas na cristalinidade dos ossos e problemas
renais, porém nao se relatam casos de morte por altas taxas de estréncio no
organismo, nao podendo, dessa forma, o estroncio ser considerado um elemento

toxico. No entanto, € possivel afirmar que, apesar disso, em grandes quantidades
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ele pode alterar fungdes metabdlicas das células e, com isso, prejudicar a
mineralizacdo 6ssea.?® Achados similares aos resultados parciais obtidos na
presente pesquisa em que aconteceram alteracdes celulares, sdo relatados por
Nielsen.?®

Embora sintomas téxicos decorrentes de superdosagem de Sr n&o tenham
sido relatados em humanos, a administracdo intravenosa de altas doses induz
hipocalcemia, devido ao aumento da excregéo renal de Ca.*

Os achados deste trabalho mostram que a utilizagdo de Sr nos grupos
testados provocou alteragbes em alguns 6rgdos como figado e rim, o que né&o foi
observado em pele e cérebro.

As lesbes mais evidentes no figado foram microesteatose e necrose celular,
e, no rim, acumulo de morfonucleares e infiltrado inflamatoério glomerular, sugerindo
possivel glomerulonefrite, associada a lesdo glomerular grave, que resulta em perda
da funcdo renal em poucos dias ou semanas. Futuros estudos deverdo dar

continuidade a esta pesquisa para maiores esclarecimentos.

4.6 CONCLUSAO

Concluiu-se que a administracdo sistémica de Sr proporcionou alteragdes
histolégicas em figado provocando peliose, microesteatose hepatica, necrose,

infiltrado morfonuclear e nefrite e infiltrado morfonuclear na cortical do rim.
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5 ARTIGO 2

Quantificagdo por GFASS da deposicédo de estroncio em 6rgdos de rato, apos

administracao enteral de farmacos.

(Guillermo Alberto Lopez', Rita Weste Nano?, Wagna Piler Carvalho dos Santos?,
Alexandre Malta Rossi®, Aryon de Almeida Barbosa Junior?, lorrana Indira dos
Santos®, Fabiana Paim Rosa®)
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Resumo:

Introducao: O GFAAS é uma técnica apropriada para a determinacao de elementos
como o estréncio (Sr) em baixos niveis de concentragdo uma vez que presenta alta
sensibilidade, permitindo a determinagao direta, com minimo consumo de amostra e
simplicidade na preparagao. Objetivo: foi utilizar a técnica de espectrofotometria na
determinacdo de metais e obter a quantificagdo do depdsito de estrbncio, com
absorcdo atbmica com forno de grafite (GFAAS), em figado de ratos apos

administracao enteral de farmacos. Materiais e Métodos: Foram utilizados sessenta

ratos Wistar, com peso aprox. entre 350 e 480 gramas, distribuidos em grupos
(Protos) GP1 e GP 2, grupo (Farmaco teste) GF, e grupo controle (GC) com seus
pontos bioldgicos de 15, 30 e 60 dias. Resultados: Os valores encontrados de
concentragao de Sr foram significativos para os tempos 15 e 60 dias. Conclusao:
Conclui-se que na quantificagao, as concentragdes de Sr foram compativeis com o
tempo de administracdo, demonstrando deposicdo no figado e corroborando

toxicidade.

Palavras chaves: Estroncio, Concentragao, Absor¢cao Atdmica, Analises.

Abstract

Introduction: The GFAAS is an appropriate technique for the determination of
elements such as strontium (Sr) in low levels of concentration since it presents high
sensitivity, allowing direct determination with minimal sample consumption and
simplicity in preparation. Aim: to use the spectrophotometry technique in the

determination of metals and to obtain the quantification of the strontium deposit, with
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atomic absorption with graphite furnace (GFAAS), in rat liver after enteral

administration of drugs. Materials and Methods: Sixty Wistar rats weighing approx.

between 350 and 480 grams, distributed in groups (Protos) GP1 and GP 2, group
(Test drug) GF, and control group (GC) with their biological points of 15, 30 and 60
days. Results: The values found for Sr concentrations were significant for the 15 and
60 days times. Conclusion: It was concluded that in the quantification, Sr
concentrations were compatible with the time of administration, demonstrating liver

deposition and corroborating toxicity.

Keywords: Strontium, Concentration, Atomic Absorption, Analysis

5.1 Introducao

Para avaliar a absorcao de Estroncio (Sr) a nivel sistémico deve-se ter um teste que
possa discriminar baixos, médios e altos niveis de concentragcdo. Para isto é
necessario a utilizagao de equipamentos com precisao dentre eles a espectrometria
de absorgao atdmica de forno de grafite (GFAAS) ' 2.

O GFAAS é uma técnica apropriada para a determinacao de elementos como o

estréncio (Sr) em baixos niveis de concentragdo uma vez que presenta alta
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sensibilidade, permitindo a determinagéo direta, com minimo consumo de amostra e
simplicidade na preparacao. Além disso, atualmente a técnica de GFAAS pode ser
aplicada a determinacao simultdnea de elementos, reduzindo o tempo e o custo de
analise.?

Do ponto de vista analitico, os métodos mais adequados para a determinacao
destes metais sdao os métodos espectrofotométricos, sendo os métodos de
espectrofotometria atémica os mais usuais para a determinacdo de metais em

amostras.*

O Sr é usado para tratamento e prevencgao da osteoporose® ,como osseointegrador
e inibidor osteoblastico®. O ranelato de estréncio possui dois atomos de estroncio e
um ligante denominado acido ranélico, Esta substancia foi escolhida, em estudos
clinicos e farmacoldgicos, entre diversos sais de estroncio por apresentar melhores
caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade e estabilidade) e farmacocinéticas
(biodisponibilidade), além de apresentar agdo especifica sobre as células dsseas’ .
O acido ranélico ndo é metabolizado, tem baixa ligagdo as proteinas plasmaticas,
nao se acumula no organismo humano e é rapidamente eliminado por via renal,
deixando os dois atomos de estroncio livres, responsaveis pelo mecanismo de agao
do farmaco.’

O desenvolvimento de analises analiticas rapidas e precisas e os métodos para a
determinacdo de concentragdes de metais em tecidos organicos ainda € um desafio
em termos de controle de qualidade e analise, devido a baixos niveis de
concentragdo de alguns elementos e as dificuldades que surgem devido as
caracteristicas da matriz. A maioria das técnicas espectrométricas requer alguma
forma de pré-tratamento da amostra. Procedimentos, incluindo extracido, pré-
concentragao e digestao acida, tém sido utilizada para reduzir a influéncia da matriz
orgénica.’

A primeira etapa de uma analise quimica consiste em submeter a amostra a um
tratamento adequado, visando a sua preparagdo para progredir nas etapas que
formam uma analise quimica.®

Idealmente, um procedimento de digestdo de uma amostra deve apresentar
simplicidade, rapidez, utilizar pequenos volumes de acidos, permitir a dissolucao de
grande numero de amostras e, finalmente, produzir resultados precisos e exatos.

Mesmo amostras liquidas podem necessitar de um preparo prévio para a analise.
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Assim, a maneira de se decompor uma amostra para a analise depende da sua
natureza, do analito que se quer determinar, bem como da sua concentracido, do
método de analise e, por fim, da precisdo e exatiddo desejadas.®

O objetivo deste trabalho foi utilizar a técnica de espectrofotometria na determinagéo
de metais e obter a quantificacdo do depdsito de estroncio, com absor¢ao atdmica
com forno de grafite (GFAAS), em figado de ratos apds administracao enteral de

farmacos.

5.2 Materiais e Métodos

Este estudo foi autorizado pelo Comiss&o de Etica no uso de Animais (CEUAs) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) sob
o Numero 063/2014. Foram utilizados sessenta ratos Wistar, com peso aprox. entre
350 e 480 gramas do Biotério da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), conveniada ao Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais
(LBTB) do ICS- UFBA. Os ratos foram distribuidos em grupos (Protos) GP1 e GP 2,
grupo (Farmaco) GF, e grupo controle (GC) com seus pontos biolégicos de 15, 30 e
60 dias (Quadro 1). No grupo (GP1), tem sido ofertado o medicamento Protos®
durante 15 dias nos subgrupos de 15, 30 e 60 dias. No Grupo (GP2) foi ofertado o
medicamento Protos® todos os dias em cada um dos trés subgrupos e no Grupo F
(GF) foram ofertadas microesferas de hidroxiapatita (HA) dopadas com Sr e
alginato(Alg) [HASr-Alg] durante 15 dias nos subgrupos de 15, 30 e 60 dias; e grupo
controle (GC), tendo sido unicamente ofertada ragéo.

Quadro 1 Grupos GP, GF e GC com seus respectivos pontos bioldgicos

Pontos Biologicos 15 30 60 TOTAL
Grupo Protos 1 (GP1) | 05 05 05 15
Grupo Protos 2(GP2) | 05 05 05 15

Grupo Farmaco (GF) | 05 05 05 15
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Grupo Controle (GC) | 05 05 05 15

TOTAL 20 20 20 60

Fonte: Dados da pesquisa

5.2.1 Farmaco:

Inicialmente, para sintese do compdésito HASr-Alg, foi sintetizado o fosfato de calcio

em pos nanométricos com cristais de dimensdes inferiores a 10 nm, por meio de
rotas de precipitagcdo em via umida, acida e alcalina, com controle dos parametros
de preparagdo: concentragdo dos reagentes, temperatura de precipitacdo e
digestao, pH, velocidade de adigdo dos reagentes, velocidade de agitacao do meio
reacional, tempo de digestdo. O p6é de nanoHA obtido foi submetido a um processo
de desaglomeragao mediante tratamento com ultrassom de alta poténcia e material
desaglomerante com condigdes controladas de pH. Para a formag&o das esferas de
nanoHA e alginato, essa mistura foi gotejada em uma solugéo de cloreto de calcio,
com a formacdo de esferas com didmetros entre 1.000 e 2.000 um, que foram
lavadas em agua destilada e secas. Posteriormente, adicionou-se nitrato de
estroncio Sr(NO3)2.4H20, na concentragcédo de 50%. A sintese e as caracterizagdes
desse compdsito foram realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas no Rio
de Janeiro (CBPF/RJ).

O farmaco, ranelato de estroncio, foi incorporado a dieta com ragcdo pastosa, na
proporcao de 900 mg/Kg/dia/rato, conforme protocolo modificado a partir do descrito
por Ammann et al.2 Como os animais apresentavam peso médio de 375 g, calculou-
se uma dose meédia de 337,5 mg de ranelato de estréncio anidro, que correspondeu
a dose diaria de 675 mg de p6 do Protos® fracionada em tubos plasticos. A
administracdo do farmaco por via oral na dieta iniciou-se no segundo dia do pos-
operatorio, estendendo-se até o periodo dos respectivos pontos biolégicos. Uma
porcao da ragao soélida (aproximadamente 8 g) foi triturada e misturada com 5 mL de
agua filtrada para formar dieta pastosa, a qual se acrescentou a dose diaria do

ranelato de estréncio.
5.2.2 Preparo das amostras

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas plasticas

identificadas conforme o grupo e o ponto biolégico, autoclavadas, forradas com
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maravalha de pinus autoclavada e trocada diariamente. Na ficha de identificacao,
ainda constavam a massa corporal do animal, a data da cirurgia e do sacrificio e o

nome do pesquisador.

Os animais foram alimentados com ragao sélida e agua ad libitum (/atim: a vontade),
mantidos em condi¢gdes ambientais adequadas de temperatura e luminosidade. Apos
os pontos biolégicos de 15, 30 e 60 dias, os animais foram anestesiados por meio de
injecao intramuscular com cloridrato de quetamina na proporgao de 0,12mL/100g de
peso, e cloridrato de xilazina, na propor¢cado de 0,06mL/100g de massa corporea, e
logo foram sacrificados com uma dose letal. Os 6rgaos, figado e rim direito foram
removidos e separados da seguinte forma: O figado foi seccionado em corte axial,
em sentido latero-medial para separar a parte superior e a inferior. O fragmento
superior foi colocado em frasco estéril em formol tamponado a 4%, durante 48
horas, e o fragmento inferior foi inserido em frasco estéril congelado a -35° C, e

colocados no freezer da marca Indrel Scientific do LBTB-ICS, UFBA

O rim direito foi seccionado em corte axial, em sentido latero-medial, para separar a
parte superior e a inferior. O fragmento superior foi colocado em frasco estéril em
formol tamponado a 4%, durante 48 horas, e o fragmento inferior foi inserido em
frasco estéril congelado a -35° C.

Os drgaos congelados foram liofilizados com a finalidade de retirar a agua,
possibilitando que a agua previamente congelada (estado sélido) passe diretamente
ao estado gasoso (sem passar pelo estado liquido), ou seja, a mudanga de estado
fisico ocorre por sublimacao.® Foi utilizado um liofilizador da marca LIOTOP modelo
L101 numero de série 15111, do Laboratorio de Analises Quimicas da Universidade
Estadual da Bahia (UNEB). (Figura 1)

Figura 1: Liofilizador LIOTOP L101
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Fonte: Autoria propria

Apos a liofilizagédo, no laboratério do Departamento de Quimica do Instituto Federal
da Bahia (IFBA), os 6rgéaos passaram por moagem com almofariz e pistilo (Figura 2),
para proteger as amostras, colocaram-se em sacos plasticos de amostragem
estéreis da marca Labplas®, Quebec, Canada, para minimizar a contaminagéao, logo
feita a moagem, com a finalidade de homogeneizar as amostras apés a moagem as
amostras foram armazenadas em dessecador para evitar a absor¢ao de agua do

meio ambiente.

Figura 2: Moagem dos 6rgaos figados e rins

Fonte: Autoria propria.

5.2.3 Digestéao

Foi realizada a digestdo com Acido Nitrico (HNO3) 65% SUPRAPUR e Peréxido de
Hidrogénio (H202) 30% da marca Merck Milipor0065®, Darmstadt, Germany e Acido

Clorhidrico (HCI) 37% da marca Exodo Cientifica®, Sumaré, S.P. , Brasil, em forno
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com aquecimento por micro-ondas da marca Millestone S.R.L. Modelo Ethos One,

Sorisole, Bergamo, ltalia. (Figura 3)

Figura 3: Forno Micro-ondas com amostras

Fonte: Autoria propria

A digestdo do material liofilizado foi realizada utilizando 1 ml (HNOs), 1 ml (HCI), 3 ml
(H202) e 5ml de agua ultrapura. No micro-ondas se colocaram 8 ensaios por cada
rodada, sendo 6 amostras de figado, sendo uma delas ftriplicata, 1 material de
referéncia para Agricultura, Pecuaria e Toxicologia, Figado Bovino, Cédigo RM-Agro
E30012, da Embrapa, Brasil, (Tabela 1) e um ensaio em branco. Apés a digestao as
solucdes foram transferidas para tubos Falcon® de 15 ml, € o volume completado

para 14 ml.

Para a determinacao de Sr foi utilizado o espectrémetro de absorgdo atbmica com
forno de grafite (GFASS) da marca Perkin Elmer®, modelo AAnalyst 600,
Massachusetts, U.S.A. (Figura 4). As condi¢gdes operacionais do espectro

correspondem a programagcao do forno (tabela 2).



Tabela 1: Valores informativos para a fragdo massa (na base seca) atribuidos
aos elementos determinados no RM-Agro E30017a.

Elementos Médiat Uy,
As (ug kg) 15,22 + 8,97
Br (mg_ll(g ) 4,78 + 0,07
Cd (ng kg ) 96,03 + 60,28
Co (mg kg ) 0,35+0,07
Cs (mg kg ) 0,328 £ 0,006
Cu (mg kg ) 246,26 + 34,10
Mn (mg kg) 8,11 +1,17
Mo (mg kg ) 3,79 +£0,37
Pb (ng kg ) 77,32 + 22,94
Rb (mg kg ) 47,2+0,29
Se (mg kg ) 0,91 +£0,34
Sr (mg kg ) 0,25+0,11

V (mg kg ) 0,033 + 0,008

Fonte: Embrapa, 2017

Tabela 2: Programagédo do GFAAS para deteccado de Sr

Passo Temperatura Tempode Tempode Fluxo Tipo de gas
(C9) rampa espera interno

1 110 1 30 250 Normal

2 130 15 30 250 Normal

3 1300 10 20 250 Normal

4 2400 0 5 0 Normal

5 2500 1 3 250 Normal

Fonte: Autoria propria

Figura 4: GFASS

87
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Fonte: Autoria propria

5.2.4 Analise estatistica

Foram calculadas as medidas descritivas (média, mediana, desvio padrao, valores
maximo e minimo) da concentragéo (ug/g) no figado dos grupos controle (15, 30 e
60 dias), farmaco (15 e 60 dias), Protus1 (15, 30 e 60 dias) e Protus 2 (30 e 60 dias).
Em seguida foi feito o teste para verificar se os dados foram provenientes de uma
distribuicdo normal, como a suposicdo de normalidade nao foi satisfeita para
algumas amostras utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis para

comparar a média de concentragdo entre os grupos. Em seguida foi feito o teste de
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comparag¢des multiplas, quando necessario, no caso de a hipdtese nula ser rejeitada

no teste de Kruskal Wallis.

Foram comparados os grupos: GC, GF e GP1 para figados dos grupos de 15 dias;
GC, GP1, GP2 para os grupos de 30 dias e GC, GF, GP1 e GP2 para os grupos de
60 dias. O nivel de significancia adotado no teste foi de 0,05 e para a analise dos

dados foi utilizado o pacote estatistico R versédo 3.5.1.

5.3 Resultados e Discussao

A Figura 1 representa a comparagcdo dos valores da concentragdo presente no
figado de acordo com os grupos em relagao aos dias. Conforme a representagao do
boxplot, percebe-se que o grupo farmaco observado durante 15 dias, apresentou a
maior quantidade de concentragdo em comparagdo com 0s outros grupos

estudados.
Boxplot Concentra¢io por Grupo
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Figura 5: comparacdo da concentracdo entre os grupos analisados no periodo de 15, 30 e 60 dias.
Fonte: Elaboracdo do autor

Tabela 3. Média e coeficiente de variagdo da quantidade de concentracdo encontrada no
figado com p-valor do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis.



Fonte: Elaboragdo do autor
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Tabela 4: Valor
da Grupos Média  Mediana Desvio  Minimo Maximo média,
desvio Padrdo padrdo o
valor CONTROLE (GC) minimo
€ 15 dias 0.69 0.16 1.17 0.11 2.78 maximo
da 30 dias 0.20 0.20 0.07 0.15 0.25
60 dias 0.12 0.12 0.02 0.11 0.14
FARMACO (GF)
15 dias 38.94 32.32 16.67 18.89 59.84
60 dias 0.65 0.61 0.18 0.49 0.87
PROTUS 1(GP1)
15 dias 20.40 21.43 2.60 15.85 22.39
30 dias 0.60 0.36 0.69 0.11 2.14
60 dias 0.53 0.52 0.22 0.25 0.81
PROTUS 2(GP2)
30 dias 0.96 0.37 1.20 0.15 3.37
60 dias 13.00 0.65 7.17 475 17.74
concentragdo (ug/g).
Média Coeficifr ne de P-valor *
variacio (%)
15 dias
GC 0,69 170
GF 38,94 42,8 0,004
GP1 20,40 12,74
30 dias
GC 0,20 35,0
GP1 0,60 115,0 0,36
GP2 0,96 115,2
60 dias
GC 0,12° 16,7
GF 0,65%b 27,70 0,01
GP1 0,53%be 41,5
GP2 13,005 55,15

Fonte: Elaboracdo do autor.
Notas: * Com 5% de significancia. a=a; b=b; c=c; b#a #c.
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Figura 6: Comparacdo da concentragao no figado entre os grupos analisados no periodo de 30 dias.

Fonte: Elaboragdo do autor
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Boxplot Figados em 60 dias
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Figura 7: Comparagdo da concentragao no figado entre os grupos analisados no periodo de 60 dias.

Fonte: Elaboragdo do autor

Os valores encontrados do p-valor foram estatisticamente significativos para os
tempos 15 e 60 dias. Conforme mostra a Tabela 2, ndo houve diferenga estatistica
significante na média da concentragao no figado durante 30 dias de tratamento entre
os grupos, GC, GF, GP1 e GP2 (p=0.36). Os resultados mostram que o grupo GP2
apresentou a maior média de concentragdo no figado em comparagdo com outros
grupos analisados para 30 dias. Comparando as médias das concentragdes nos 15,
30 e 60 dias verifica-se que houve diferenga estatisticamente significante no grupo
de 15 dias (p=0.001) e 60 dias (p=0,01), sendo que o grupo GF apresentou a maior

quantidade de concentragdo nas duas situagdes.
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Quando analisada a concentracdo de Sr nos grupos de 15 dias, observa-se que
coincide com relatos na literatura, alcancando o platd de concentracdo nesse
periodo. Também observou-se que no grupo GF existe uma concentragdo alta
comparada aos outros grupos. Acredita-se que a liberagdo de Sr nos intestinos dos
ratos € oferecida de forma lenta o que leva esse pico comparada com o outro
farmaco dos grupos GP1 e 2, onde a liberagédo seria mais rapida, estes resultados

demonstraram ser significativos.

Acredita-se que, pela mesma razdo que alcangou o platd nesse periodo de quinze

dias, as concentragdes foram altas .

A concentracdo plasmatica de Sr nos grupo de 15 dias € mais alta comparada com o

GC, e a do Ca é menor, correspondendo ao esperado.’

Observando os resultados apds os 15 dias as concentragcdes diminuem levando a
hipotese de que foi metabolizado o Sr.

Segundo o estudo de Komarnicki, a concentragdo de metais pesados se deposita

principalmente no figado e nos rins, como observado neste estudo.

Nos grupos de 30 dias os resultados desde o ponto de vista estatistico ndo foram
significativos, isso ndo significa que n&o tenha sido importante os resultados, porém
o GP2 foi o que mais concentragdo de Sr demonstrou na quantificagdo no figado.
Comparando os Grupos Protos (GP1 e GP2) o GP2 foi o que demonstrou uma
média maior, levando a hipétese de que a oferta do farmaco durante todo o tempo

obteve como resultado uma maior concentragao.

Analisando os valores vemos que comparados com os grupos de 15 dias houve uma
diminuicdo na concentragdo, sugerindo que, os figados, nessa face conseguiam
metabolizar o Sr, pois os danos ainda ndo eram suficientes para afetar o
metabolismo. Acredita-se que este pode ter sido um dos motivos que provocou o

resultado desses grupos.

Nos grupos de 60 dias, o GP 2 foi o que demonstrou maior quantidade de depdsito
de Sr, comparado com os outros grupos.

No estudo de Ribeiro, |, I, et. Al.,'° que analisa as concentragdes plasmaticas de Sr e
Ca, as concentragdes de Sr aos 60 dias diminui comparado com os pontos de 15 e
30 o que corresponde ao esperado, e levando a confirmagéo do depdsito em figado.
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Sabemos pela literatura que n&o existem casos reportados por toxicidade de Sr, em
seres humanos'?, sendo a concentragao de 320 mgs, num adulto de 70 kg.?, desde
este ponto de vista, este estudo indica o contrario demonstrando que, com maior

tempo de oferta dos farmacos nos ratos, provoca toxicidade.

Respeito ao Ca ele aumenta muito pouco comparado aos grupos de 15 e 30,
levando a confirmacdo de diminuicdo do Sr e aumento do Ca, sendo o esperado

com respeito aos 6rgéos.

Apesar de néao ter sido avaliado o 0sso, a literatura indica que quando existe perda

da fungdo hepatica, esta, afeta a densidade 6ssea. '*

A concentragdo de Sr no figado e a competicdo do mesmo com o Ca pode ter
aumentado a concentracdo de Ca livre em plasma e pode provocar problemas

cardiovasculares.

O depésito de Sr no figado pode ter afetado a homeostasia idnica dos hepatdcitos
provocando alteragdes nos niveis de Ca, e pode afetar a membrana citoplasmatica

dos hepatdcitos e causar danos hepaticos.

As alteragbes celulares no figado foram provocadas pelo deposito de Sr que nao

foram metabolizados.

Estudo de Kostial, K, '® demonstra que a alimentagédo contendo metais, tem mais
absorgao em ratos jovens comparados com ratos adultos. Existindo compatibilidade

com nosso trabalho.

Mais estudos devem ser realizados a fim de elucidar estes resultados.

5.4 Conclusao
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Conclui-se que na quantificagdo, as concentragdes de Sr foram compativeis com o
tempo de administracdo, demonstrando deposicdo no figado e corroborando

toxicidade.



6 CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que:
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A avaliagao histolégica evidenciou alteragdes celulares no figado e no rim,

sendo compativeis com o aumento da concentragao de Sr.

O grau de concentragao de Sr, foi significativo para 15 e 60 dias, devido a alta
deposig¢ao no figado atestando toxicidade.
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Certificado de Analises

MATERIAL DE REFERENCIA

Figade Bovino

Codigo: EM-Agro E3001a

Dt de emisalo: Abeil de DT

Valores de referéncia para a fragio massa (na base seca) atribuidos aos elementos
determinades no RW-4gre E3001a ¢ incerteza expandida (I'y)® em porcentagem

Elementos Medis=T7, %
Ca(mekz ) 186,07 =61.06 3200
Feimgle ) 206.96=49,37 2385
Kigks 11.44=185 16,18
Mz (mgke ') 706,98 = 136,55 1346
Maigks ) 164+ 037 13,90
Pigks ) 14.37=6.57 2643
Zn (mz kg ) 164.44220.11 17.76

Sthwterralo o 95% dr congionga.

Valores informatives sdo fomacidos para auxiliar o nasrios nas aalises de slemento: da interesze
m@mﬂm@mﬁ;emm O valores mformedves 530 baseados am
resuitados que ndo passaram por avaliagho de todas as fontes de incertess,
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Valores informatives para a fracio massa (na base seca) atribuidos aos elementos
determinadaos no Rl 4gre E3001a

Flementos Mlpdiac 7,
As(ugke ) 15.0=807
Brimgks ) 478=007
Cd (ugke") 96,03 = 6028
Co (mz I:g"} 035+ 0,07
Cs {ng]i:g ) 0,328 =0.006
[,u[.,gkgl} 4625=34 10
Ain (mg kg ) 8.11=1.17
Mo (me kg') 3.79=037
Fb(ug kg 77322294
Bb(mgks ) 472029
Se (mgkg') 0.91 =034
Sr(mgkg") 025011
Vime k=) 0,033 = 0,008

Ensaio colaborative ]

s resultados foram obtidos araves do ensaio de proficiéncia com a participagao efetiva de
empresas da insciativa rivada, instituicdes de pescuisa estatais e de ensino superior, mum total de 7
partcipantss.

Obtencio do material

Para 0 preparo do material candidato a moaferial de referéncia de fipado bovino, foram
uglizades fizados de 17 bovinos (amimais cruzades)) provenisntes de experimento desemeolvido na
Embrapa Peosania Sudeste (S3o Carlos — 5P).

TUso i

Esta amwstra dasting-ze a0 uso copo 1m material de referéncia para a medicio de elementos
trage em amestras da tecido anfmal. Dmmmgmm:mcmle&mm
para a avaliagdo de 1m tmbalhe analtics, para a validacio de metodos de araliss & de controls de
quatidads denivo do laborainno.

Prqunpgdnmlmﬂ
0 fizados foram lmvados com azua desmineralizach, refrigemdos & posteriomente moides
e congelados em bandejas de isopor, totalizndo 150 kg de amostra i noara. Apos Bofilizacio da
amostra (34 kg) o material foi moddo em moinho lmacenmifice (2 200, Retsch, Alemamha).
Inicialmenta s realizada 2 moazem uilizando pensita do 300 pm. & apos, para ohiencao de menor
amanhe de partculs foi udlirzada a peneira de 250 pm A sepur, 3 amosta foi separads em 3
haldes & homopensizada wilizando mm homoesnizador em Y (modelo MA 200500, Marcoo,
anah&ml}mmadammlkgdemmdacmhﬂi&mmmm&
i:kgdemmammﬂmm]engm&nmhm&aemuﬁm
m homozenesidads da amosma. Apos a homogensizarao, a amosta fod
mﬂmﬁ@mmmm meimﬁmﬁtlﬁm:ﬁ

114



115

i | ChM - ABRD
1 ] Maoterigis de Referéncia para @
— icultura Pecudria & Tawkookogio
(L e g .

contendo 100 g de material e recsheram efiquetas adesivas para identificacao. Em seguida, o3
ﬁmmfmmmﬂammmem.hnﬂxmmnﬂmgma 5-30 E i
do tempo de przleira. Todas as efapes da prepang SSg0iram as MMmas ]3?0 ke?ﬁpairldl’rﬁe

"'I-!

Instruges para wso _

&mmrxmudﬂamamh&ee-ﬁljﬂmgﬂﬁwmhmm
hmmammza;mmu] do frasco anfes da analiss & deve-se tomar as devidas precangdes
paramruau hm&uﬂrﬁtﬂ!mﬁb:n

dlgazuanmmmﬂasmmmmh:h(m fed:a:hjmnm:zdm

maﬂp&@iﬂmﬂmwﬂmﬂm&hmhnﬂmemdﬂhﬁugmﬂ
PII:H:EdlI'.‘I:H]IEIIiE'ﬂlgE[iI] anbhcudlm(mahertn}mlﬂdnnﬁMEm
percloric anbem pods ser realizado para a deterpninacao de elementos menos volaosis.

Ho ;

0 teste de homogensidade ineramostrl tem por objetivo verificar se ha variabilidade enre
05 fascos. Pam este estado, 10 fascos do poaterial candidato form aleatoriamente esoolbides e
para cada frasco sorteado foram realizadas 3 replicas de 250 me. sendo que a seguir um fmsco fnd
mmmamﬂqmmmﬂMhWMhﬁﬁm[amlﬂE} Fai
realizada a amalise de vamancia ANOWVA de fator unico, sendo possivel obsenar que @ Fouw.. foi
mmqmnfmu“pmmme]mmﬂmaEqummJMﬂEmm
de forma significativa a 95% de confianca e o material pods, portanto, ser considerado homorenan
{par unm mazza de amosima de 250 me).

Estabilidade

Foram awvaliades dois tpos de festes de estmbilidade a serem considerados em mareriass de
referéncia- a estabilidads a oumo przo e 3 estabilidade a longy prazo. Fomm sormeados fascos
aleatoriaments & colocados dentro de sistema fechado oo qual a temperahma foi Sads em 3370 ma
estufa e a umidade em 100%:, simmilando épocas de chiva e calor. Este sistema fechado foi mantido
dlmlmeﬁnup;m.ﬁq:m e miplicata dos analites de intemesse nos fascos sorteadios.
Para o teste de esmbilidade a longo pazo foram sorteados alsatoriaments e 3 cada 3 meses foi feita
uma queantificacao dos analkitos em eshado, em triplicaca, durants o perodo de 9 meses a temperatura
ambiente (carca de 25 °C), sendo realizado a fim de acompanhar a estabilidade do material sob
condigies de armazenanent, mefm:ﬁdﬂmnx;napmﬂ‘n{ﬂpmahv Mn Co, Co,
S S MoldePoeas nmn:anm;ne:daf_a, Fe, K Mg Ha, P e In forem obtidas wsande ICP
OES. Analise de vari2ncia ANOVA de ftor unico apresenfon ““muqmnfuwpmmﬂm
05 elementins de inferesse indicanda que os resaldos ndo diferimm de forma significativa a 85% de
confianca e o marerial fo considerado estavel nos dois testes avaliados.
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Tamanho de particalas

Foram realizades irss leitwas em cada um dos wés fmscos submetidos ao ensaio de
distrinigdo de partioula usando o modo de dispersio ssa. Aprowimadamente §0% do ouferial
apresenta tawanhos de partculas de aprowimadamente 145 om, conforme pods ser ohservade no
Erafice A seEmir.

10

da3x %
Qi) %

A -
2 -

0 -
1 10 100
Tamanho de Particulz ()

Jasereray

Incerteras

Aabﬂdgmdﬁmmgmﬁmmm:mupmmmm ABNT I50
(uia 35" pressupoe a declaragio das Mmosrteras de todas az stapas de preparacio do material Dessa
fmamhmmﬂhxﬂmmﬁr&ﬂc&mﬂ } foi obdida
pela combiracdo das cootribuipies referentes 3 incemera padrio da cArACIETIZACAD (M) da
homosensidade (i) & da estmbilidads a longo prazo (), conforms equacio abaixo:

Lham =k qfa, ™+’

Adotou-se pam o fator de abrnzenda & izl a 2, com infervalo de confianca de 5%, Os
caloulos das ncerteras da homogensidads, &mkehmmmm-i}
acorde com o indirade ra nomaa ABNT 150 Cuia 35°

Armazenaments
O maferial deve ser mamtido fechado mo fasco & Imarenado DD SSOID Sm
temperaira de aprosimadaments 25 T, Ok Sascos tambam 56T armarenydo em dessecador

depndnpﬂum

Taodos 0s wlores estio expressos ma base seca. Portanto, o p2so seoo tem de ser determinada
mmﬂmﬂmﬂmﬁ—ﬁmmﬂépﬂnmlgmpﬂmm
em estufa a fenpenim de 105 °C em aliqueta que nde sem utlizada para detemymacao dos
glemening de inferesse.

Frazo de validade

Estipulou-se que o tempo de prateleim poderia ser em tome d2 5 anes para o candidato a
maferial de referéncia de figado. E possvel que o material s=ja estivel por tempo maior que o
definida. Mﬂfmﬂmﬂ&mm@nﬂmm
Cualquer alteracao sem infonmada.
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(50 g = o
Teérmicas nilizadas pars determinacio de cada elementn
Elemento Codizn da tecmica Elementa Codien da tecmica
Arsérto (As) ICRMS, NAA Ielanesio (Mz) TP OES
Calrio (Ca) KPOES INAA Sodia (Wa) KPOES IMAA
Caduio (0] ITRME Patassia () ICPOES, IMAA
Cobre (C) ICP-MGE, INAA Fasfora (P ICPOES
Fema (F&) ICPOES. INAA Churnhe (P MG
Manzanss (M) KPOES IMNAA Zinco (Zn) ICPOES, IMAA
Caobalio (T KPOES ICP-M3 Wanadio (V) ICP OES ICP-MS
Exstriecio (1) ICPOES, ICP-ME Selanio (Sa) EEEE‘I
i ICPOES, ICP-MS

Malibdenso () HAA
Tecmicas:

ICPOES Especmomeia da Emissio Optica com Plasma Acoplade ndatvamenta
ICPAS  Especoomemia de Massa com Plazma Aroplads Indomamends
INA4 Analize por ativagao MNanronics Instnamenta]
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