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Aroni MAT. Avalia¢do in vivo do efeitos do osso bovino desproteinizado revestido
com estroncio sobre o reparo 6sseo [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade

de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o efeito do revestimento com estroncio em duas
concentragdes sobre o potencial de reparo 6sseo do 0sso bovino desproteinizado (DBB)
em defeitos criticos de calvarias (DCC) de ratos. Material ¢ métodos: Foram utilizadas
42 ratas que foram randomicamente divididas em 3 grupos (n=14) de acordo com o tipo
de biomaterial utilizado para preencher os DCC: Grupo DBB-Osso bovino
desproteinizado; Grupo DBB/Sr 1(140uM por g de DBB); Grupo DBB/Sr 2(700uM por
g de DBB). Foram confeccionados dois defeitos 6sseos circulares (@d5mm) nos 0ssos
parietais dos animais, sendo que um defeito foi preenchido com biomaterial e o outro
foi mantido apenas com codgulo (controle negativo). Os animais foram submetidos a
eutanasia apds 15 e 60 dias do procedimento cirurgico (n=7 animais/periodo). Os
animais foram avaliados com rela¢do ao volume do preenchimento do DCC com tecido
reparado e o tamanho remanescente do DCC por meio de analise microtomografica. A
composicao do tecido reparado e as caracteristicas da cicatrizagdo foram determinadas
por meio de andlise histométrica/descri¢do histologica, enquanto que a expressdo das
proteinas TGFB1 e Osteocalcina (OCN) foi realizada por analise imuno-histoquimica.
Os resultados demonstraram que o DBB/Sr2 induziu o maior fechamento e
preenchimento do DCC que os outros grupos. O DBB/Sr1 e DBB/Sr2 apresentaram
maior componente de tecido 6sseo dentro do tecido reparado do que os DCC
preenchidos com DBB no periodo de 60 dias. Adicionalmente, também foi verificado
que o DBB/Sr1 e DBB/Sr2 induziram uma maior expressao de OCN. Com os resultados
obtidos podemos concluir que a incorporagdo do Sr (700 uM) melhorou a qualidade do

reparo 6sseo induzido pela DBB.

Palavras-Chave: Estroncio. Regeneracdo ossea. Substitutos 6sseos.



Aroni MAT. In vivo evaluation of the effects of deproteinized bovine bone coated with

strontium on bone repair [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Objective: Evaluate the healing potential of deproteinized bovine bone (DBB) coated
with strontium at two concentrations in critical defects of calvarial rats (DCC).
Methods: We used 42 rats that were divided randomly into 3 groups (n = 14) according
to the type of biomaterial used to fill the DCC: Group DBB - Deproteinized bovine
Bone; Group DBB / Sr 1 (140uM per g DBB); Group DBB / Sr 2 (700uM per g DBB).
Two circular bone defects (@5mm) were prepared in the parietal bones of the animals
and one defect was filled with biomaterial and the other was maintained empty
(negative control). The animals were sacrificed after 15 and 60 days after surgery (n =7
animals / period). The animals were evaluated according the filing volume of the DCC
with the repair tissue and the residual size of the DCC by microtomografica analysis.
The composition of the repaired tissue and healing characteristics were determined by
Histometrical / histological description analysis, while the expression of TGFB1 and
osteocalcin (OCN) were determined by immunohistochemical analysis. Results: The
DBB / Sr2 induced the highest closing and filling of the DCC than the other groups. The
DBB / Srl and DBB / Sr2 showed greater bone tissue section within the repaired tissue
than DCC filled with DBB within 60 days. Additionally, it was also found that the DBB
/ Srl and DBB / Sr2 induced a higher expression of OCN. Conclusion: The addition of
Sr (700 mM) improved the quality of bone healing induced by DBB.

Keywords: Strontium. Bone regeneration. Bone substitutes
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1 INTRODUCAO

A busca pela regeneracdo Ossea tem sido objeto de estudo de muitas

. 17, 41, 54
pesquisas

com o objetivo de buscar métodos para aumento de disponibilidade
Ossea necessaria para a instalacdo de implantes. Isso se faz necessario pelo fato que a
limitada disponibilidade d6ssea ¢ um dos fatores mais importantes que impendem a
instalagdo dos implantes dentérios na posi¢do adequada’.

Algumas abordagens tem sido descritas como alternativas para contornar a
falta de disponibilidade Ossea para instalagio de implantes como a osteodistragdo®,
utilizagdo de implantes curtos’’, elevagdo de seio maxilar* enxerto em bloco ¢ a
lateralizagio do nervo alveolar inferior’>. Entretanto, apesar de relatos de bons
resultados clinicos obtidos com essas técnicas, a utilizacdo de biomateriais substitutos
Osseos consiste no tratamento mais indicado e documentado para aumento de
disponibilidade o6ssea, devido sua biocompatibilidade e facil obtencdo, evitando um
procedimento cirtrgico adicional ao paciente, para a sua coleta™ > %,

Dentre os biomateriais propostos para o aumento da disponibilidade dssea, o
0sso autogeno tem sido caracterizado como o biomaterial “padrdo ouro” por apresentar
todas a propriedades bioldgicas que permite a formacgdo 6ssea®. Entretanto, a sua
técnica tem varias limitagdes e complicagdes, como a morbidade do leito doador’, a
limitagdo de quantidade de enxerto que pode ser obtido®, a reabsorgdo acelerada™ e o
maior tempo necessario para execugdo do procedimento cirtirgico™ .

Uma das alternativas para a substitui¢ao do osso autdégeno ¢ a utilizagdo do
0sso bovino desproteinizado (DBB), que ¢ considerado um material biocompativel,
osteocondutor, que ndo induz resposta imune local ou sistémica®. Dentro do processo
de fabricagdo existe uma esterilizagdo fisica e quimica que elimina todas as proteinas
presentes no tecido dsseo’’, além disso apresenta cristalinidade e composigdo quimica
semelhantes ao osso mineral poroso e natural, apresentando granulometria que varia de
250 pm a 1.000 um™. Devido ao bons resultados tem sido indicado no aumento da
disponibilidade o6ssea em diversas condi¢des clinicas tais como elevacdo de seio

50

. 43 ~ 4 r ~ 39 7 .
maxilar™ e preservacdo de alvéolos pos-extracdo” . Além disso, estudos de

acompanhamento longitudinal tem verificado altas taxas de sobrevivéncia e sucesso em

34, 43

implantes instalados em dareas enxertadas com o DBB Visando melhorar o

potencial bioldégico do DBB, novas alternativas tem sido propostas tais como a

N . : . 33,35,59
associacao do DBB com fatores de crescimento ¢ derivados de matriz de esmalte™ >
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66

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), por possuir alta concentracao de fatores
de crescimento, que agem na diferenciagdo, proliferagdo celular, quimiotaxia e
angiogénese em areas de reparo 0sseo tem sido utilizado em combinagdo com DBB para

induzir reparo e formagdo Ossea em condi¢des para elevacdo do seio maxilar e

24, 31

regeneragao Ossea . A utilizagdo de proteinas de matriz de esmalte, que sdo

produzidos a partir de bainha epitelial de Hertwig durante o desenvolvimento dos dentes
desempenham um papel critico na cementogénese, formacdo Ossea, e regeneragdo
periodontal®> **. Comercialmente se encontra disponivel como derivado da matriz do
esmalte (DME), e tem sido utilizado em combinacdo com DBB para o tratamento de
defeitos dsseos, esta associacdo tem um efeito positivo devido ao aumento da formagao
ossea e da proliferagdo de células dsseas imaturas™.

Outra abordagem que tem sido avaliada ¢ o revestimento de biomateriais
osteocondutores por sais metalicos que induzem a osteogénese®. Dentre estas

substancias, destaca-se a utilizacdo do estroncio que tem sido amplamente utilizado na

19, 38

forma de ranelato para tratamento de pacientes com osteoporose osteoartrites"” ¢ a

. .1 42 .. . ~
artrite reumatoide™ apresentando resultados positivos nessas aplicagdes. Como

revestimento de biomateriais osteocondutores, o estroncio ja foi aplicado em

52, 69

. . A . 7 . 1 71 4 70 4 b
biovidros , ceramicas de célcio-silicone’’, enxerto homogeno ', fosfato de calcio®”

65 1.: e 10, 67 . . A
, hidroxiapatita'™ ©" e superficies de implantes de titnio” >’. De uma forma geral, a

utilizagdo do revestimento com o estroncio induziu maior formagdo de 0sso novo in

65, 67,69, 71 69, 71

vivo e maior potencial de osteogénese in vitro
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estroncio

O estroncio (Sr), foi descoberto em 1790 em uma mina perto da aldeia
escocesa "Strontian" (Mason, Moore45, 1982). Pode ser encontrado de forma natural em
fontes naturais de agua, alimentos, bebidas, cereais e graos e o seu consumo didrio varia
entre de 2 a 4mg dependendo da dieta diaria do individuo (Bowen®, 1966). O trato
gastrointestinal representa a principal via de entrada do estroncio no corpo através de
difusdo passiva. O elemento foi isolado pela primeira vez em uma forma impura em
1808, dando inicio a uma série de isotopos que foram aplicados na medicina, biologia e
bioquimica (Nielsen™, 2004)

A quantidade de estroncio no esqueleto ¢ muito pequena e representa apenas
0,035% de calcio. Apo6s a administracdo, ¢ depositado quase exclusivamente no 0sso.
As semelhangas do estroncio com célcio levaram ao inicio a varios estudos onde
demonstraram que o estroncio participa nas vias de sinaliza¢do do célcio, ativando seu
receptor (CaSR) que estd envolvido na replicacdo dos pré osteoblastos e osteoblastos
(Brennan et al.''. 2009; Caverzasio'®, 2008; Coulombe et al.>, 2004).

Shorr e Carter® (1952) demonstraram que a adi¢io de uma quantidade
moderada de lactado de estroncio melhora a deposicdo de calcio nos ossos. Pode-se
dizer que esta observagdo foi a primeira sugestdo na literatura em relagdo a importancia
do estroncio no tratamento de desordens do metabolismo dsseo.

McCaslin e Janes*™ (1959) em um estudo com pacientes com osteoporose,
demonstrou que o lactato de estroncio reduziu a dor Ossea, a0 mesmo tempo se
observou nas imagens radiograficas que a desmineralizacdo dssea era menor. No
entanto, estas observagdes ndo despertaram grande interesse entre os pesquisadores da
época, provavelmente devido ao defeito de mineralizagdo produzido por altas doses de
estroncio, o defeito ¢ conhecido como hipomineralizacdo 6ssea, onde o processo da
mineralizacdo 0ssea ¢ afetado, dando como resultado um osso menos mineralizado.

Mais tarde, na década de 90, a partir do estudo de Marie et al.** (1993), onde
foi testado estroncio (Sr12911) em forma de ranelato em ratas ovarectomizadas por um
periodo de 60 dias, os resultados mostraram que o estroncio atua prevenindo a perda do
0sso mineral e inibindo a reabsor¢do 6ssea sem interferir na sua formacao, assim como
demonstrou os estudos de Brown et al.'* (2003), Coulombe et al.”> (2004) e Cannata-
Andia et al."” (2010).

O efeito positivo do ranelato de estroncio no metabolismo 6sseo depende
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ndo s6 de seu efeito estimulador sobre a formagdo oOssea, mas também de sua
capacidade para diminuir a reabsor¢do 0ssea. A inibi¢do da reabsor¢do dssea obtida com
ranelato de estroncio pode ser explicada pela inibicdo ou diminui¢do da func¢do dos

osteoclastos, como demonstra o estudo de Baron e Tsouderos® (2002).

2.2 Efeitos do Estroncio no Osso

Uma vez absorvido, o estroncio ¢ distribuido por todo o corpo, sendo
depositado em maior quantidade nos ossos e dentes (Johnson®, 1973). A literatura tem
relatado que o estroncio pode exercer uma série de efeitos que podem ser benéficos ou
toxicos sobre o 0sso, dependendo da dose administrada (Cabrera et al." 1999;
Johnson®®, 1973; Marie et al.*, 1993; Matsumoto®, 1976). O mecanismo pelo qual o
estroncio exerce um efeito prejudicial sobre a calcificacdo ¢ porque quimicamente o
tamanho do ion de estroncio ¢ maior em comparagdo com o de calcio, por isto os
cristais de hidroxiapatita escolhem se ligar ao calcio, do que ao estroncio (Mattar,

1Y, 1979). Entretanto em altas concentragdes de estroncio, o mecanismo pode

Siege
inverter, dando como resultado uma diminuicdo do conteudo de calcio no osso
(Johnson™, 1973). A incorporagdo dos ions de estroncio de maior tamanho no osso vai
induzir uma leve distorcdo da matriz, impedindo o crescimento e aumentando a
dissolugdo do osso mineralizado (Eisenberg®®, 1973), resultando em uma
hipomineralizagdo que consequentemente reduz a densidade mineral dssea (Cabrera et
al.'" 1999; Christoffersen et al.*’, 1997).

Os efeitos terapéuticos do estroncio no metabolismo foi observado por
Skoryna® (1984), onde observou-se em ratos o aumento no volume de osso trabecular
na presenca de baixas doses de estroncio, particularmente em condi¢des patoldgicas
caracterizadas por um processo acelerado de remodelagdo dssea e mineralizagdo
extensa.

Um efeito benéfico de doses baixas de estroncio também foi observado em
pacientes com osteoporose aonde foi relatado um aumento da calcificacdo Ossea
vertebral , no estudo de Cabrera et al.'* (1999).

A cicatrizagdo de defeitos dsseos pode ser dificultada por condig¢des
sistémicas, como a osteoporose. Recentemente, a utilizacdo farmacoldgica do ranelato
de estroncio no tratamento da osteoporose tem aumentado devido a sua capacidade para
prevenir a perda dssea.

168

Wei et al.”™ (2014) incorporaram estroncio em vidro bioativo (mesoporo -
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MBG) e investigaram a sua efic4cia in vivo para a cura de defeitos dsseos em fémures
de ratas ovariectomizadas. 30 animais foram divididos em cinco grupos: (1) defeito
vazio (controle), (2) defeitos vazios com terapia de reposi¢do hormonal, (3) defeitos
preenchidas com MBG sozinho, (4) defeitos preenchidos com MBG + estrogénio e (5)
defeitos preenchidas com estroncio mesoporo-biovidro (SR-MBG). Os resultados
demonstram que a libera¢do local de estroncio no osso pode melhorar o reparo do
defeito. Os autores concluiram que € necessario mais modelos animais para investigar a
relacdo da incorporacdo estroncio em biomateriais.

No estudo de Thrormann et al.®

(2013), o primeiro objetivo foi avaliar a
formagdo de osso novo em defeitos criticos no fémur de ratas ovariectomizadas
preenchidos com cimento de fosfato de célcio modificado com estroncio (SrCPC), em
compara¢do com cimento de fosfato de célcio (CPC). No grupo onde foi incorporado o
estroncio existiu um maior desenvolvimento na formagdo dssea, o estroncio melhorou a
formacgao 6ssea e diminuiu o processo de reabsor¢do. As analises histomorfométrica e

imuno-histoquimica confirmaram um aumento estatisticamente significativo na

formacao de osso de StCPC em comparagdo com o CPC.

2.3 Estroncio e Biomateriais

Os biomateriais podem ser biodegraddveis ou permanentes, naturais ou
sintéticos, mas precisam ser biocompativeis, osteocondutores, osteoindutores, e
mecanicamente compativel com osso nativo para cumprir seu desempenho desejado na
engenharia do tecido dsseo (Carvalho et al.'®, 2010). Para melhorar as propriedades dos
biomateriais o estroncio tem sido acrescentado para aumentar a qualidade e quantidade
de osso formado (Thormann et al.®  2013; Valiense et al.®’, 2016; Zhao et al.*’, 2015;

Zreigt et al.”'

, 2010). Tem sido investigado varios métodos para a deposicdo do
estroncio na superficie do biomaterial, como métodos de sol-gel (Balamurugan et al.”,
2009), co-jateamento (O’Sullivan et al.>, 2010), micro oxidagdo (Chung, Long®', 2011)
pulverizagio por plasma (Fielding et al.*’, 2012), deposi¢do por laser pulsado (Boanini
etal.”, 2012 ¢ descarga elétrica (RF) (Ozeki et al.’®, 2013).

Dos métodos descritos, a deposicdo por descarga elétrica (RF) tem
demonstrado ser a mais util para a deposicdo do estroncio, devido a capacidade da
técnica para proporcionar maior controle sobre as propriedades do revestimento,

juntamente com uma melhor adesdo entre o substrato e o revestimento (Boyd et al.’,

2013; Chung e Long®', 2011). Especificamente, a descarga elétrica permite a deposi¢io
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de varios materiais a0 mesmo tempo e providencia uma alternativa simples para
produzir os revestimentos de Sr (Balamurugan et al.®, 2009). Atualmente nio ha
informagdes disponiveis sobre qual ¢ o melhor método para recobrir a superficie de um
composto com um resultado quimico e morfolégico que permita uma bio-
funcionalidade (Boyd et al.”, 2013; Chung e Long *', 2011).

Park et al.”’ (2010) investigaram as caracteristicas da superficie e
biocompatibilidade in vitro de titdnio (Ti) incorporado com ions de estroncio (Sr) e ions
de fosfato (P) produzidos por tratamento hidrotérmico para aplicacdes futuras em
superficies de implantes. As caracteristicas da superficie foram avaliadas por
microscopia eletronica de varredura, difracdo de raios-X, espectroscopia de fotoelétrons
de raios-X, angulo de contato e energia de superficie, espectroscopia de emissdo
atdmica com plasma e perfilometria. Foram avaliadas na superficie do Ti a fixagdo de
células pré-osteoblasticas, a viabilidade e morfologia celular, e a expressao do gene em
células osteoblésticas. A incorporacdo de Sr aumentou significativamente a adesdo
celular e viabilidade comparada com a outra superficie. Os resultados demonstram que a
incorporacdo de Sr na superficie de 6xido de Ti melhoram o potencial osteoindutor da
superficie do implante, aumentando o depdsito, viabilidade e diferencia¢do de células
osteoblasticas.

Faria et al.?®

(2010) avaliaram histologicamente o efeito da aplicagdo topica
do cloreto de estroncio em defeitos 6sseos em mandibula de coelhos. Foram utilizados
12 coelhos, onde foram criados dois defeitos cirirgicos nas regides laterais da
mandibula e foram preenchidos do lado direito com esponja de colageno embebida em
soro fisiolégico (controle) e do lado esquerdo com o mesmo material embebido em
solugdo de cloreto de estroncio na concentragdo de 2 molar (teste). Os animais foram
eutanasiados apds 28 e 56 dias. Aos 56 dias a neoformagdo dssea preencheu totalmente
os defeitos cirurgicos, tanto do grupo onde se utilizou a solucdo fisiologica quanto o
tratado com cloreto de estroncio. No entanto, notou-se que nos coelhos tratados com
estroncio o tecido 6sseo neoformado se apresentou mais desenvolvido e maduro,
mostrando a presenca de sistemas de Havers.

Zreigat et al.”'

(2010) avaliaram a osteocondutividade de dois scaffolds
(célcio-silicio com estroncio e b-tricalciofosfato) em tibias de ratos com osteoartrite. A
osteocondutividade dos scaffolds foi avaliada aos 3 e 6 semanas apds a implantagdo no
defeito dsseo na tibia de ratas. A analise histologica revelou um rapido crescimento de

0ss0 novo no interior dos scaffolds com estroncio, em relagdo ao fosfato de b-tricalcio
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(TCP-b), sem sinais de rejei¢do, necrose ou infecgao.

Raros sdo os trabalhos que utilizaram estroncio localmente, no entanto,
quando utilizado no tecido 6sseo, esta substancia demonstrou ser efetiva na melhoria da
arquitetura dssea com resultados semelhantes ao do uso sistémico (Boyd et al.'’, 2015;
Nielsen%, 2004; Ozeki et al.’®, 2013; Zhao et al.%’, 2015). Atualmente, a hidroxiapatita
[HA-Cal0 (PO4) 6 (OH) 2] ¢ o biomaterial que mais tem sido avaliado em combinagao
com o estroncio, devido as semelhancas estruturais e quimicas com tecido Osseo e
dentario (Boyd et al.lo, 2015; Newman et a1.52, 2014; Ozeki et a1.56, 2013; Zhao et al.69,
2015). A hidroxiapatita biologica (HA) ¢ composta por uma mistura de fases de fosfato
de célcio, e diferentes métodos de deposicdo tém sido investigados para colocar
estroncio nas superficies da HA, como ja foi descrito anteriormente (Balamurugan et
al*, 2009; Boanini et al.”, 2012; Chung e Long21, 2011; Fielding et al.”?, 2012;
O'Sullivan et al.”®, 2010; Ozeki et al.>®, 2013).

A hidroxiapatita revestida de estroncio (SrHA) tém tido muito interesse
devido a propriedade do Sr em promover a formagdo dssea a0 mesmo tempo em que
reduz a reabsorgdo 6ssea. Boyd et al.'” (2015) compararam a hidroxiapatita nio
revestida e revestida com estroncio a 5% e 13% (SrHA) depositada sobre superficies de
titdnio policristalino utilizando o método de deposi¢do por descarga elétrica. Os
resultados demostraram que o Sr poderia ser incorporado com éxito no reticulado da
HA para formar revestimentos SrHA. Portanto, este estudo demonstrou que a
pulverizagdo catioidnica oferece um meio que possibilita o controle das propriedades do
Sr-substituido HA, tais como a cristalinidade, estequiometria, pureza de fase e
topografia da superficie.

Newman et al.>® (2014) apresentaram um implante de vidro bioativo
revestido com estroncio (SrBG), que foi idealizado para aumentar a formacdo Ossea
peri-implantar. Apds a instalagdo do implante no fémur e na tibia de 27 coelhos foram
realizadas analises histologicas nos periodos de 6, 12 e 24 semanas. O biomaterial foi
dissolvido ao longo de um periodo de 6 semanas, estimulando maior formacao 6ssea em
comparagdo com os implantes revestidos com HA. Além disso, a fixagdo mecanica foi
superior e evidente no grupo SrBG depois de 24 semanas de implantagdo. Propde-se
que este revestimento tem o potencial para melhorar a fixa¢do dos implantes em varios
tipos de cirurgia reconstrutivas ortopédicas

167

Valiense et al.”’ (2016) estudaram a resposta in vivo e in vitro do estroncio

incorporado na nanoestrutura HA/alginato de sédio (SrCHA) para elevagdo de seio
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maxilar em coelhos usando como referéncia a nanoestrutura de HA/alginato de sodio
(CHA) sem estroncio. Doze coelhos machos ¢ fémeas foram submetidos a
procedimentos de elevacdo de seio maxilar bilateral e foram divididos em dois grupos
(CHA e SrCHA) com dois periodos experimentais (4 e 12 semanas). Apds 12 semanas a
formagao Ossea foi observada nos dois grupos, sendo que em menor quantidade no
grupo SrCHA do que no CHA, indicando uma maior reabsor¢do do SrCHA em
compara¢dao ao CHA. Os autores concluiram que embora os dois biomateriais sejam
biocompativeis e osteocondutores, o STCHA apresenta um processo de reabsor¢ao mais
cedo que o CHA.

Kang et al.”’

(2015) investigaram o sinergismo entre polifosfato de calcio
dopado com estroncio (SCPP) e osso autdlogo com células mononucleares da medula
(BM-MNCs) no tratamento da osteonecrose da cabega femoral. Apds a indugdo de
ostenecrose em 58 coelhos, estes foram divididos em 3 grupos: grupo 1 - SCPP, grupo
2 - BM-MNCs e grupo 3 - polifosfato de célcio. O polifosfato de célcio dopado com
estroncio (SCPP) e osso autdlogo com células mononucleares da medula (BM-MNCs)
promoveram uma melhora na angiogénese que permitiu a remodelagdo de novo osso
trabecular.

Zhao et al.® (2015) avaliaram o reparo 6sseo em defeitos criticos de
calvaria em ratos, usando scaffolds de vidro bioativo recobertos por estroncio em
comparagdo com scaffolds de vidro bioativo por um periodo de 8 semanas onde a
analise do micro CT mostrou maior porcentagem de preenchimento e maior fechamento
do defeito no grupo com estroncio quando comparado ao grupo de scaffolds de vidro
bioativo.

Devido ao grande potencial do estroncio em induzir a formagdo Ossea e ao
potencial extensivamente descrito do DBB em formar osso por osteoconducdo, a
associacdo entre o DBB com o estroncio pode beneficiar o reparo 6sseo, entretanto essa
associacdo nunca foi testada anteriormente. Devido a isso, o objetivo desse estudo ¢ de
avaliar o efeito do revestimento com estroncio em duas concentragdes sobre o potencial
de reparo Osseo do osso bovino desproteinizado(DBB) em defeitos criticos de

calvarias(DCC) de ratos.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do osso bovino desproteinizado revestido por estroncio sobre o reparo

0sseo em defeitos criticos padronizados em calota craniana de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o volume do tecido reparado no defeito 6sseo preenchido com osso bovino
desproteinizado com e sem revestimento de estroncio;

Avaliar a composicao do tecido reparado no defeito 6sseo preenchido com osso bovino
desproteinizado com e sem revestimento de estroncio;

Avaliar a expressdo das proteinas TGFB1 e Osteocalcina associada ao tecido reparado
no defeito 6sseo preenchido com osso bovino desproteinizado com e sem revestimento

de estroncio.

3.3 Hipoteses
HO: O osso bovino desproteinizado revestido com estroncio ndo altera o reparo 6sseo

HI: O osso bovino desproteinizado revestido com estroncio altera o reparo 6sseo
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Distribuicido dos animais e grupos

Neste estudo foram utilizadas 42 ratas (Rattus Norvegicus, variagdo albinus,
Holtzman) adultas, de aproximadamente 3 meses de idade, com massa corporal entre
250-300 gramas, que foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia da
UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP), alimentadas com ragdo so6lida e com acesso a
agua ad libitum, antes e durante todo o periodo experimental, em ambiente com luz (12
horas de luz/12 horas de escuro) e temperatura controladas (21°C a 25°C). Esse estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais da Faculdade de Odontologia
de Araraquara (CEUA-07/2014) (Anexo A).

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos com 14 animais
cada, que foram avaliados em dois periodos experimentais (15 e 60 dias), com 7
animais em cada grupo/periodo (Figura 1). Foram executados dois defeitos bilaterais,
com 5mm de didmetro, sendo que um dos lados ndo foi colocado biomaterial (controle
negativo), e essa escolha foi executada de forma aleatéria. Os grupos foram divididos de
acordo com o tipo de biomaterial que foi aplicado no defeito critico de calota: Grupo
DBB: O defeito foi preenchido com osso bovino desproteinizado (DBB) (Bio-Oss®,
Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland); Grupo DBB/Sr1: O defeito foi preenchido com
0sso bovino desproteinizado revestido com estroncio na concentracao baixa (140 uM);
Grupo DBB /Sr2: O defeito foi preenchido com osso bovino desproteinizado revestido

com estroncio na concentragao alta (700 uM).

Figura 1 - Distribui¢do dos animais entre os grupos e periodos experimentais

14 Ratas | 7 ratas (15d)
OBD 7 ratas (60d)

/
;"42 Ratas | — 14 Ratas — | 7 ratas (15d)
A

OBD Sri 7 ratas (60d)
14 Ratas| __, |7 ratas (15d)
OBD Sr2 7 ratas (60d)

Fonte: Elaboragdo propria
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4.2 Obtencao do biomaterial revestido com estroncio

A particulas de biomateriais foram revestidas com SrCI2 que foi dissolvido
em 1,6ml de 4agua (Milli-Q) para modificar 1g de osso bovino desproteinizado. Foi
utilizado 140 uM de SrCl2 para revestimento das particulas do grupo DBB/Srl
enquanto que 700 uM de SrCI2 para revestimento das particulas do grupo DBB/Sr2. O
excesso da agua foi removida em um dessecador a vacuo. O processamento do material
foi realizado pelo Prof. Dr. Andreas Stavropoulos no Departamento de Dentistica e

Periodontia da Universidade de Malmo.

4.3 Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Quetamina com
Xilazina, na propor¢ao de 0,08 ml/100g de massa corporal (Cloridrato de Quetamina —
Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 0,04 ml/100g massa corporal
(Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.),
respectivamente. Posteriormente foram submetidos a tricotomia na regido da calvéria e
realizada antissepsia do campo cirrgico com gaze estéril embebida em solugdo de
povidine, com o animal sendo entdo posicionado em decubito ventral sobre a mesa
cirargica.

O acesso cirurgico a por¢ao posterior da calvaria foi obtido com uma incisao
bicoronal cutdnea e muscular, com aproximadamente 3cm de extensdo, permitindo a
exposicao do tecido 6sseo. Em seguida, os tecidos foram divulsionados até a exposi¢cdo
do peridsteo, sendo este incisado e deslocado para expor o tecido 6sseo. Foram entdo
confeccionados dois defeitos dsseos circulares nos 0sseos parietais da calvaria de todos
os animais, imediatamente apos o vértice da sutura coronal do animal, com 5 mm de
diametro e aproximadamente 1,5 mm de espessura, dada pela remogao total do tecido
0sseo. Os defeitos foram confeccionados com auxilio de uma fresa trefina (31 — 3i
implantes do Brasil) com 5 mm de diametro externo, montada em contra-angulo
(Anthogyr — Injecta — Diadema, Brasil) com reducdo de 16:1, acoplado a um motor para
instalacdo de implantes (BML 600 Plus Driller - CK Driller — Brasil), com 1500 rpm,
sob irriga¢do constante com solucdo salina. Em seguida, com objetivo de marcar a
metade do defeito para orientagdo no momento dos cortes histologicos, os duas
perfuragdes circulares foram realizadas a 2 mm da margem dos defeitos e preenchidas
com guta-percha.

Os defeitos foram randomicamente divididos, sendo que um defeito recebeu
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um biomaterial e o outro foi mantido vazio (controle). Todos os cuidados foram
mantidos para evitar qualquer lesdo a dura mater. Cada biomaterial foi implantado,
sendo acomodado sobre a dura mater preenchendo completamente o defeito sem
extravasamento. Em seguida, todos os defeitos foram recobertos com o peridsteo, e
suturados em planos, o periosteo com fio de sutura Vicryl 4.0 (Vicryl, Johnson &
Johnson, Brasil) e o tecido cutaneo com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson,
Brasil). Os animais foram medicados no periodos pds-operatério com uma dose Unica
de pentabiotico (Pentabidtico veterinario pequeno porte, Zoetis Dodge, Sdo Paulo,
Brasil, Subcutaneo:0,03/g) e Ketoflex, (Ketoflex; Mundo Animal, S3o Paulo, Brasil,
IM: 0,03ml/g). Apos os periodos de 15 e 60 dias de pos-operatoério os animais foram
eutanaziados com uma sobredose de anestésico. As pecas da regido foram obtidas e
fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas e apos este periodo estas foram lavadas

em Agua corrente e armazenadas em alcool 70°.

4.4 Avalia¢do por microtomografia computadorizada (nCT)

As calvarias foram escaneadas através de um microtomografo (Skyscan,
Aartselaar, Belgium). Os parametros utilizados para escaneamento foram: pixel da
camera: 12.45; voltagem:65Kv; amperagem: 385uA; filtro: Aluminio Imm. As imagens
geradas foram posteriormente reconstruidas, reorientadas espacialmente e analisadas
por softwares especificos (NRecon/DataViewer/CTan, Skyscan, Aartselaar, Belgium). A
analise do micro-CT foi realizada através do programa CTAN aonde foram selecionados
40 cortes no sentido axial do cranio, com 18 micrometros cada, que englobavam o
defeito criado. A regido de interesse selecionada teve formato circular e foi a mesma em
todos os animais (5 mm de didmetro). Os resultados foram expressos em relacdo a: 1)
analise linear do comprimento remanescente do defeito e 2) andlise volumétrica do
preenchimento do defeito da calota com tecido reparado (%). Para a anélise volumétrica
foi utilizado threshold de 55-250 tons de cinza para avaliagdo do volume do tecido

reparado. As analises foram executadas por um examinador cego e treinado (MATA).

4.5 Analise histométrica e descri¢do histologica

Apds o escaneamento, as amostras foram processadas para andlise
histologica. As pegas foram lavadas por 12 horas em dgua corrente, colocas em EDTA a
7% para descalcificacio por um periodo de 3 meses, com 3 trocas semanais.

Posteriormente foram lavadas e desidratadas em 4alcool, diafanizadas em xilol e
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incluidas em parafina. Os cortes foram realizados no sentido antero-posterior ao longo
eixo do meio do defeito da calota com uma espessura de 4 um. Foram obtidos 16 cortes
de cada bloco, divididos em laminas com 4 cortes. Apds a obtencdo das laminas, as
mesmas foram coradas com hematoxilina e eosina, e dois cortes foram utilizados para
analise histométrica, sendo que o primeiro corte foi sorteado (proveniente da primeira
ou as segunda lamina) e o segundo selecionado que tal forma que distasse 40 pm de
distancia do primeiro corte. As imagens foram fotografadas em um microscépio Optico
DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany), com objetiva para aumento de
25x, através do qual as imagens foram selecionadas e enviadas para um
microcomputador, através de uma camera (Leica Microsystems DFC-300-FX; Leica
Reichert & Jung Products, Wetzlar, Germany).

As mensuragdes foram feitas utilizado um software analisador de imagens
(Image J, Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Foi avaliado a composicdo do
tecido reparado dentro dos defeitos (biomaterial, tecido conjuntivo e 0sso) e esses
valores foram fornecidos em % em relagdo a area total do defeito critico. Essa analise
foi executada por um examinador cego e treinado para essa analise (MATA).

A descricdo histolégica dos tecidos reparados foi realizada levado em
consideracdo a qualidade do osso reparado, reacdes inflamatorias ao redor dos
biomateriais, formagdo de vasos, qualidade da matriz de tecido conjuntivo e aparéncia
das células componentes do tecido Osseo. Essa descricio foi executada por um

patologista cego e experiente para esse tipo de analise (LCS).

4.6 Analise Imuno-histoquimica

Foi empregado o método de imuno-histoquimica para detec¢do e localizagao
da expressdo dos marcadores de formagdo Ossea: Osteocalcina (OCN) e fator
transformante de crescimento B1 (TGF-B1). Cortes histologicos com 4 um de espessura
foram montados em laminas silanizadas (Fisher Scientific Superfrost Plus, Fisher, New
York, NY, USA), seguido de tramitacdo laboratorial de rotina para desparafinizacdo e
reidrata¢do. Foi executado a recuperacdo antigénica por meio de imersdo das laminas
em solucdo de tampado de citrato de potassio aquecidos em micro-ondas e resfriadas a
temperatura ambiente. A peroxidase enddgena foi inativada pela imersdo dos cortes em
solugdo de peroxido de hidrogénio a 1% por 30 minutos, enquanto que o bloqueio de
epitopos inespecificos foi obtido pela incubacdo dos cortes em solugdo de BSA 3% por

1 hora. Posteriormente, os cortes foram submersos em anticorpos primarios da OCN
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(Novus Biologicals, Littleton, CO,USA) e de TGFBI(RD biosystems USA) por 16
horas. Em seguida, os cortes foram tratados pelo método do complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC) com a utilizagdo do kit ABC Staining System (sc-2023, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) segundo as instru¢cdes do fabricante. Como
controle negativo, cortes histoldgicos foram tratados por PBS a 1%. Os cortes foram
corados com solu¢do de hematoxilina para visualizagdo dos nucleos. Foi executado uma
analise descritiva que teve como base um score para andlise da extensao da coloragdo da
expressao dessas proteinas: Ausente; leve; moderada; forte. A extensdo da coloragdo foi

registrada por um examinador experiente e cego para os grupos experimentais (GJO).

4.7 Analise estatistica

Os dados da analise histométrica e microtomografica desse estudo foram
numéricos, e devido a isso o teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov foi aplicado
para avaliar se os dados estavam distribuidos de acordo com o teorema da distribui¢ao
central. Como os dados se distribuiram de acordo com a normalidade, testes
paramétricos foram aplicados para a analise inferencial dos dados. O teste de one-way
Anova complementado pelo teste de Tukey foi aplicado para avaliagdo entre os grupos
dentro de cada periodo de avaliacdo e dentro de cada grupo variando-se o periodo
experimental. O software Graphpad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para
a aplicados dos testes estatisticos. Todos os testes foram aplicados com nivel de

confianga de 95%.
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5 RESULTADO
5.1 Micro CT
5.1.1 Comprimento remanescente do defeito

Com relagdo ao comprimento remanescente do defeito, foi verificado que o
grupo DBB ndo foi diferente em relagdo ao seu controle negativo. O grupo DBB/Srl
apresentou maior comprimento remanescente do defeito que o seu controle em ambos
os periodos de avaliagdo (p<0.05). O grupo DBB/Sr2 apresentou menor comprimento
remanescente do defeito que o seu controle no periodo de 60 dias (p<0.05).
Comparando-se os biomateriais, foi verificado que os defeitos preenchidos com o
DBB/Sr2 apresentaram menor comprimento remanescente de defeito que o defeitos
preenchidos com DBB/Srl aos 15 dias (p<0.05) e que os defeitos preenchidos com

DBB (p<0.05) e DBB/Sr1(p<0.001) aos 60 dias (Figura 2).

5.1.2 Anadlise volumétrica

Foi verificado que todos os defeitos preenchidos com biomateriais
apresentaram maior porcentagem (%) de preenchimento do defeito que os seus
controles negativos (p<0.001).  Comparando-se os defeitos preenchidos com
biomateriais, foi verificado que os animais do grupo DBB/Sr2 apresentaram maior
preenchimento do defeito critico que o grupo DBB aos 15 dias e que os grupos DBB e

DBB/Srl aos 60 dias (Figura 2).
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Figura 2 - Quadro com imagens representativas das andlises microtomograficas e os

respectivos graficos que expde os dados dessa andlise. E possivel perceber o menor

comprimento residual e o maior preenchimento do DCC induzido pelo DBB/Sr2.

Também observa-se o maior preenchimento do DCC com tecido reparado aonde os

biomateriais foram inseridos em comparacao ao seu controle negativo.
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5.2 Descricao histologica

Microscopicamente  observou-se  dois  defeitos 06sseos induzidos
cirurgicamente na calota craniana de roedor, preenchidos ou ndo com fragmentos de
material amorfo, que se caracterizava por apresentar sem padroniza¢do dimensional.
Passados 15 dias da indug@o do defeito 6sseo, a loja cirtrgica sem a presenca do
biomaterial, apresenta-se preenchida por delgado tecido conjuntivo frouxo, rico em
matriz extracelular formada por densos feixes de fibras de coldgeno entremeados com
capilares sanguineos de diversos calibres, grande quantidade de leucocitos
mononucleares e fibroblastos alongados. Em ambas as extremidades do defeito
observava-se neoformacgao ossea. O tecido 6sseo neoformado era rico em osteocitos e
nas adjacéncias e proximo ao tecido conjuntivo, observa-se osteoblastos, que se
dispunham em camada unica e que se caracterizam por serem globosos. Apos 60 dias
da indugdo do defeito dsseo, havia aumento da quantidade de matriz extra celular
resultado do aumento da quantidade e da espessura dos feixes de fibras de colageno, que
eram entremeados por fibroblastos fusiformes cuja morfologia acompanhavam a
orientagdo das fibras. Os densos feixes de fibras de colageno comprimiam os capilares
0s quais se apresentaram em numero reduzido. Nesses casos observa-se também
diminuicdo dos leucdcitos mononucleares. Também foi confirmada a presenga de
neoformacdo oOssea nas extremidades dos defeitos, bem como foi observado a
diminui¢do ou achatamento dos osteoblastos.

No defeito preenchido com biomaterial, ndo foi observado diferenca na
morfologia e composi¢cdo do tecido conjuntivo formado na presenga dos diferentes tipos
de biomateriais.  Entretanto observou-se que, independentemente dos periodos
experimentais, o DBB/Srl e DBB/Sr2 pareciam parcialmente reabsorvido quando
comparado ao DBB. Apo6s 15 ou 60 dias do implante, os biomateriais estavam
envolvidos por tecido conjuntivo neoformado, com caracteristicas semelhante ao tecido
formado na auséncia do material. H4 que se destacar que havia variavel quantidade de
células gigantes multinucleadas nas proximidades dos fragmentos dos materiais
implantados. Em ambos periodos, havia presenca de neoformagdo Ossea nas
extremidades dos defeitos, que conservou as mesmas caracteristicas morfologicas

observadas nos grupos sem o implante dos materiais (Figura 3).
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5.2.1 Anadlise histométrica

Foi verificado que os defeitos preenchidos com biomaterial apresentaram
menor %o0sso que os defeitos que permaneceram vazios em todos os grupos e periodos
experimentais avaliados (p<<0.001). Ao se comparar os grupos dos defeitos criticos com
biomaterial, foi verificado que os defeitos preenchidos com DBB/Srl e DBB/Sr2
apresentaram maior %osso que os defeitos preenchidos com DBB no periodo de 60 dias
(p<0.05)

Foi verificado que ndo houve diferencas entre os biomateriais utilizados
para preencher os defeitos com relagdo a %biomaterial do tecido reparado em nenhum

dos periodos avaliados (Figura 3).



29

Figura 3 - Quadro com imagens representativas das andlises histométricas e os
respectivos graficos que expde os dados dessa andlise. Pode-se perceber a maior
quantidade de tecido dsseo nos grupos DBB/Srl e DBB/Sr2 que o grupo DBB.
Adicionalmente, pode-se confirmar o maior preenchimento do defeito nos DCC aonde
os biomateriais foram inseridos em comparagdo ao seu controle negativo (Aumento

original 25X-HE)
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5.3 Imuno-histoquimica

A proteina OCN foi expressa principalmente no tecido dsseo das margens
do defeito e ao redor das particulas de biomaterial enquanto que a proteina TGFB1 foi
expressa também no tecido conjuntivo presente dentro do defeito critico da calvaria. De
uma forma geral, a marcacdo de OCN e TGF B1 no osso neoformado nas margens do
defeito foi fraca em todos os grupos e periodos de avaliagdo, entretanto pode ser
verificado que as particulas de DBB/Sr1 e DBB/Sr2 apresentaram moderada marcacao
de OCN nos dois periodos de avaliagdo, fato esse que ndo foi verificado nas particulas
do grupo DBB. Com relagdo a marcagdo de TGF B1, foi verificado que todos os grupos
apresentaram moderada marcac¢do dessa proteina no tecido conjuntivo aos 15 dias,
porém aos 60 dias essa marcagdo variou de fraca a ausente. Também foi verificado que
as particulas de todos os biomateriais se marcaram de forma moderada em todos os
grupos aos 15 dias, porém ocorreu um enfraquecimento dessa marcagdo no periodo de

60 dias, entretanto essa diminui¢do foi menos marcante no grupo DBB/Sr1(Figura 4).
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Figura 4 - Imagens representativas da andlise imunohistoquimica em que é possivel
observar a maior expressdo de OCN nos grupos DBB/Sr1 e DBB/Sr2 do que o grupo
DBB principalmente ao redor das particulas dos biomateriais. Também ¢é possivel

observar a auséncia de diferencas na expressao de TGF B1.

(-) control TGFB1 OCN
- -
DBB
: -
15 days
DBB/Srl
- -
15 days
DBB/Sr2
- -

Fonte: Elaboracao propria
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6 DISCUSSAO

A combinacdo de diferentes biomateriais tem sido amplamente estudado
visando aumentar a formagdo Ossea. Dentre estes materiais o 0sso bovino
desproteinizado (DBB) tem recebido a incorporagio de fatores de crescimento'”,
derivado de matriz do esmalte'” e recentemente o estroncio’ . Nosso estudo avaliou a
resposta biologica do DBB revestido com estroncio no tecido 6sseo em defeitos criticos
e os resultados obtidos demostraram de uma forma geral que essa associagdo
potencializou a formacgdo Ossea, confirmando o efeito benéfico do revestimento do
estroncio em diversos biomateriais osteocondutores® °7 7!,

Foi observado na andlise microtomografica que o DBB/Srl apresentou
menor fechamento do DCC e o DBB ndo melhorou o fechamento do DCC em
comparagdo ao controle negativo. O preenchimento de defeitos dsseos com biomateriais
tem demonstrado reduzir a formagdo 6ssea em relagdo aos defeitos criticos em calvéaria
de ratos que sdo mantidos vazios’', entretanto a utilizagio de biomateriais melhora a
distribuigdo desse tecido Osseo na drea reparada o que mantem a estabilidade
volumétrica do sitio enxertado. Os dados da andlise histométrica desse estudo também
corroboram com essa informacdo pois os DCC preenchidos com biomateriais
apresentaram menor porcentagem de tecido 6sseo dentro da area reparada, entretanto o
osso formado no DCC mantidos vazios se concentra nas margens dos defeitos e ndo
mantiveram a espessura original do osso da calvaria. Estudos que avaliaram o reparo de
alvéolos pds extragdo demonstraram que quando os mesmos s3o reparados sem
biomaterial existe a formac¢do de o0sso na por¢do apical do alvéolo e o preenchimento da
porcdo coronal com tecido de granulacdo e posterior reabsor¢do das paredes Osseas,
enquanto que a utilizacdo de biomaterial, apresenta a mesma quantidade de formagao
Ossea, entretanto o maior volume de tecido reparado ajuda na prevencdo da reabsor¢do

6ssea na porgio coronal do alvéolo®. Vale ressaltar que todos os DCC preenchidos com
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biomateriais nesse estudo apresentaram maior volume de tecido reparado que o controle
negativo.

Foi verificado que a utilizagdo do DBB/Sr2 (700uM por grama de DBB)
apresentou em conjunto um maior volume de tecido reparado que o grupo DBB aos 15
dias e que os grupos DBB e DBB/Sr1 aos 60 dias e que os grupos DBB/Sr1 (140uM por
grama de DBB) e DBB/Sr2 apresentaram maior porcentagem de tecido 6sseo dentro do
tecido reparado que o grupo DBB aos 60 dias. Essa maior formacdo 6ssea no DBB
revestido por estroncio pode estar relacionada ao potencial de indug¢do de formacao
Ossea promovido por esse ion. A utilizacdo do estroncio como revestimento de

biomateriais osteocondutores tem melhorado a formacdo de tecido 6sseo® " 71 O

estudo de Zhao et al.*’

(2015) com o modelo experimental semelhante ao deste estudo,
demonstrou que o revestimento com estroncio de um scaffold de vidro bioativo
aumentou a quantidade de tecido 6sseo em DCC de calvaria de ratos ap6s 8 semanas de
cicatrizagdao. Modelos de defeitos em tibias de ratos também demonstraram um aumento
da formagao de tecido 6sseo promovido pelo estroncio que revestiu um scaffold a base
de cerAmicas de calcio-silicone’' e de fosfato de calcio®, assim como também
aumentou a formacao de osso em um modelo de elevagdo de seio maxilar realizado em
coelhos onde o estroncio revestiu um scaffold a base de hidroxiapatita carbonada e
alginato de sodio®’.

Outro dado importante desse estudo ¢ que o revestimento do DBB com
estroncio ndo alterou o potencial de reabsor¢do das particulas do biomaterial tal como
foi demonstrado na analise histométrica, assim como ndo alterou o processo de
remodelacdo 6ssea e de cicatrizagdo do DCC tal como foi visto na descri¢do histologica.
Esse fato difere do que foi demonstrado em dois estudos que verificaram uma maior

69, 71

degradagdo dos scaffolds revestidos por estroncio , € essa diferenca pode ter
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ocorrido devido a composi¢do dos scaffolds utilizados nesses estudos em relagdo ao que
foi utilizado ao nosso estudo. O DBB tem sido relatado como um biomaterial que
apresenta uma baixa taxa de reabsor¢do em relagdo a outros biomateriais aloplasticos™ e
¢ provavel que a concentragdo de estroncio utilizada ndo foi suficiente para alterar o
mecanismo de reabsor¢ao do DBB.

O melhor padriao de formagdo 6ssea no DBB revestido com estroncio pode
estar relacionado a indu¢do de fatores de crescimento que estimulam a diferenciagdo e a
atividade dos osteoblastos. Em nosso estudo, a utilizagdo do biomaterial revestido por
estroncio induziu maior expressdo da proteina osteocalcina que estd relacionada com a
aceleragdo da maturacdo do tecido 6sseo neoformado e essa maior expressdo de
osteocalcina induzida pelo revestimento do estroncio também foi verificada quando esse
fon revestiu o cemento de fosfato de calcio®. Experimentos in vitro demonstraram que
scaffolds recobertos com estroncio aumentaram a expressdo de RNAm fosfatase
alcalina, Runx-2, osteopontina, sialoproteina e osteocalcina assim como aumentaram a

N . ~ ~ 7 65, 69, 71
osteogénese, proliferacdo celular e formagao ossea™ ™

. Essa atividade osteogénica
pode estar relacionada ao efeito do estroncio em ativar a via de sinalizagdo Ras/MAPK
que induz a diferenciagio de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos™.

Essa osteogénese precoce pode explicar a maior expressdo de osteocalcina verificada

nos grupos de DBB revestidos por estroncio.
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7 CONCLUSAO

Embora os resultados deste estudos serem em modelo animal, eles indicam
que o estroncio pode ser uma boa alternativa para ser incorporado em biomateriais tanto
da area odontologica como da médica em tratamentos que visem acelerar a formagao
Ossea sem interferir ou afetar a qualidade do tecido. Entretanto, esse estudo inicial

indica uma boa perspectiva para a utilizagdo clinica futura desse biomaterial.
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