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YOGUI, F. C. Avaliagcao do reparo 6sseo na interface osso/implante em ratas
com deficiéncia de estrogénio tratadas com ranelato de estroncio — Analise
imunoistoquimica, microtomografica e por microscopia confocal 2017. 78p.
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RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar o processo de reparo 6sseo na interface
osso/implante em ratas com deficiéncia de estrogeno tratadas com ranelato de
estroéncio por meio das analises histolégica, imunoistoquimica, microtomografica e
por microscopia confocal. Trinta e seis (36) ratas, adultas, foram divididas em trés
grupos experimentais: 12 ratas controle (SHAM), 12 ratas ovariectomizadas (OVX) e
12 ratas ovariectomizadas e tratadas com ranelato de estréncio (Ran-Sr). No dia 0
foi realizada a cirurgia de ovariectomia, apés 30 dias foi dado o inicio ao tratamento
medicamentoso com o ranelato de estrébncio por meio de gavagem diariamente,
decorrido 30 dias de medicacao foi realizada a cirurgia de instalagdo dos implantes
nas tibias direita e esquerda. A eutanasia foi realizada aos 42 e 60 dias apds a
instalagdo dos implantes para realizagao das analises histoldgica do processo de
reparo  peri-implantar; analise  imunoistoquimica direcionada para o0s
imunomarcadores: RUNX2, ALP, OPN e OCN; analise microtomografica (micro-CT),
para os parametros de BV/TV, BV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e Po(Tot); e analise por
microscopia confocal para determinar a ELCOI (extensdo linear de contato
osso/implante) e AON (area 6ssea neoformada). Os dados quantitativos da micro-CT
e microscopia confocal (ELCOlI e AON) passaram pela analise de
homocedasticidade (teste de Shapiro-Wilk), para distingdo dos dados paramétricos e
nao paramétricos. Os dados paramétricos foram comparados pelo teste ONE WAY
ANOVA e pos-teste Tukey, adotou-se o nivel de significAncia p<0,05. Na analise
histologica observa-se maior grau de corticalizagdo e maturagdo do tecido 6sseo
peri-implantar nos grupos SHAM e Ran-Sr, o grupo OVX apresentou pequena
formacao 6ssea e grande quantidade de tecido adiposo. Pela imunoistoquimica, a
proteina RUNX2 teve marcagdo moderada para SHAM e Ran-Sr e intensa para
OVX. A ALP apresentou imunomarcagao intensa em SHAM, moderada em Ran-Sr e



leve em OVX. Para OPN, os grupos SHAM e Ran-Sr tiveram marcagdes moderadas
e o grupo OVX, leve. A OCN apresentou marcacdo moderada para SHAM e leve
para OVX e Ran-Sr. Na analise de micro-CT do tecido 6sseo, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos nos parametros analisados. Na analise por
microscopia confocal, ELCOI e AON apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre todos os grupos, na qual o grupo Ran-Sr apresentou o maior
ELCOI e o grupo SHAM a maior AON, o grupo OVX apresentou os menores valores
tanto para a ELCOI como para a AON. Com os resultados apresentados, pode-se
concluir que o ranelato de estréncio melhora a osseointegracdo e a qualidade do
tecido 6sseo neoformado ao redor de implantes em ratas com deficiéncia de

estrégeno.

Palavras-chave: Osteoporose. Estroncio. Osseointegragao.
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YOGUI, F. C. Evaluation of bone repair at the bone/implant interface in estrogen
deficient rats treated with strontium ranelate - Immunohistochemical,
microtomographic and confocal microscopy analysis 2017. 78p. End of course
paper (Bachelor degree) — Dental School, Sdo Paulo State University, Aragatuba,
2017.

ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the bone repair process at the bone/implant
interface in estrogen deficient rats treated with strontium ranelate by using
histological, immunohistochemical, microtomographic and confocal microscopy
analysis. Thirty six (36) adult rats were divided into three experimental groups: 12
sham rats (SHAM), 12 ovariectomized rats (OVX) and 12 ovariectomized rats treated
with strontium ranelate (Ran-Sr). On day 0, ovariectomy surgery was performed, after
30 days the daily drug treatment with strontium ranelate by gavage was started. After
30 days of medication, the implant surgery was performed on the right and left tibias.
The euthanasia occurred 42 and 60 days after the implants were installed, in order to
perform the histological analysis of the peri-implant bone repair process;
immunohistochemical analysis directed to immunomarkers: RUNX2, ALP, OPN and
OCN; microtomographic analysis (micro-CT), for the parameters of BV/TV, BV,
Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp and Po(Tot); and confocal microscopy evaluation, to determine
BIC (bone/implant contact) and NBA (neoformed bone area). Quantitative data from
micro-CT and confocal microscopy (BIC and NBA) were subjected to
homoscedasticity analysis (Shapiro-Wilk test) to distinguish parametric and non-
parametric data. The parametric data was compared by ONE WAY ANOVA test and
Tukey post-test, and the significance level was set at p<0.05. In the histological
analysis was observed a higher degree of corticalization and maturation of the peri-
implant bone tissue in the SHAM and Ran-Sr groups, the OVX group presented small
bone formation and big amount of adipose tissue. By immunohistochemical, the
RUNX2 protein had moderate labeling for SHAM and Ran-Sr and intense for OVX.
ALP showed intense immunostaining in SHAM, moderate in Ran-Sr and light in OVX.
For OPN, the SHAM and Ran-Sr groups had moderate labeling and the OVX group,
light. OCN showed moderate SHAM labeling and light for OVX and Ran-Sr. In the



micro-CT analysis of the bone tissue, was not observed statistics difference among
the groups for the analyzed parameters. In the analysis by confocal microscopy, BIC
and NBA presented statistically significant difference among all groups, in which the
Ran-Sr group presented the highest BIC and SHAM group the highest BNA, the OVX
group presented the lowest values for BIC and NBA. It can be concluded from the
results presented that strontium ranelate improves osseointegration and quality of

neoformed bone tissue around implants in estrogen deficient rats.

Keywords: Osteoporosis. Strontium. Osseointegration.
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Sequéncia cirurgica de ovariectomia

Em a: anestesia com aplicagdo intramuscular; b: tricotomia e
antissepsia na regido de flanco; c-d: incisdo no flanco; e-f: divulsdo por
planos anatbémicos; g: localizagdo do ovario; h: laqueadura o chifre

uterino e remocgao do ovario; i: sutura por planos anatdmicos.

Tratamento medicamentoso com ranelato de estréncio
Em a: ranelato de estréncio disponivel comercialmente; b: agulha de

gavagem para ratos; c: gavagem com ranelato de estroncio em rata.

Sequéncia cirurgica de instalagdo de implante

Em a: tricotomia na metafise tibial e antissepsia com polivinilpirrolidona;
b-c: acesso e exposi¢ao da metafise tibial; d: leito receptor do implante;
e: Implante de titnio com superficie tratada por duplo ataque acido,
didmetro de 2 mm e altura de 4,0 mm; f-g: Instalagdo do implante com

chave digital; h: sutura por planos.

Delineamento Experimental

No dia O: realizou-se a cirurgia de ovariectomia (grupos OVX e Ran-Sr)
e cirurgia ficticia (SHAM); Dia 30: inicio do tratamento medicamentoso
com ranelato de estréncio (Ran-Sr); Dia 60: cirurgia de instalagdo dos
implantes nas tibias direita e esquerda das ratas de todos os grupos;
Dia 102: eutanasia de N=6 animais por grupo para a analise de
imunoistoquimica (42 dias ap6s a instalacdo dos implantes), e
aplicacao do fluorocromo alizarina nos demais animais (N=6/grupo); Dia
120: eutanasia do restante dos animais para analise de micro-CT e

microscopia confocal (60 dias apds a instalacdo dos implantes).

Reconstrugao tridimensional por microtomografia computadorizada dos
grupos SHAM, OVX e Ran-Sr pelo software CTVox

Reconstrucdo 3D das tibias com os implantes osseointegrados
realizada pelo software CTVox nos grupos experimentais a:SHAM; b:
OVX; c: Ran-Sr.
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Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Fotomicrografias do aspecto histologico do tecido 6sseo peri-implantar
aos 42 dias apos a instalacado dos implantes

Cortes histolégicos mostrando as espiras apos a remogao de implante
nos animais representativos dos grupos SHAM (ae d), OVX (bee), e
Ran-Sr (c e f). O periodo de avaliagcéo € 42 dias apods a instalagéo dos
implantes. Coloracdo Hematoxilina e Eosina- HE. Aumento original
12,5x (a-c) e 40x (d-f).

Imunomarcagéao para RUNX2 no tecido 6sseo peri-implantar

Imagens representativas das imunomarcagdes para RUNX2 nos grupos
SHAM (a, d), OVX (b, e), e Ran-Sr (c, f). Marcagédo moderada (a, c, d, f)
e imunomarcagao intensa (b, e). O periodo de avaliagao é 42 dias apos
a instalagdo dos implantes. Simbolos: setas vermelhas: células
imunomarcadas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento

original 25x (a-c) e 40x (d-f). Barra de escala: 100um (a-c) e 50um (d-f).

Imunomarcacgao para ALP no tecido dsseo peri-implantar

Fotomicrografias das imunomarcagdes para ALP nos grupos SHAM (a,
d), OVX (b, e), e Ran-Sr (c, f). Marcagao intensa (a, d), moderada (c, f)
e leve (b, e). O periodo de avaliagao é 42 dias apos a instalagao dos
implantes. Simbolos: setas vermelhas: células imunomarcadas. Contra-
coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c) e 40x (d-

f). Barra de escala: 100um (a-c) e 50um (d-f).

Imunomarcacéao para OPN no tecido ésseo peri-implantar
Fotomicrografias das imunomarcag¢des para OPN nos grupos SHAM
(a), OVX (b) e Ran-Sr (c). Imunomarcag¢ao moderada (a,c) e leve (b). O
periodo de avaliagdo € 42 dias apdés a instalacdo dos implantes.
Simbolos: setas vermelhas: células imunomarcadas. Contra-coloragao:
Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c). Barra de escala:
100um (a-c) e 50um (d-f).

Imunomarcacao para OCN no tecido dsseo peri-implantar

Fotomicrografias das imunomarcacgées para OCN nos grupos SHAM
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Figura 11 -

(a), OVX (b) e Ran-Sr (c). Imunomarcacéo moderada (a) e leve (b, ¢). O
periodo de avaliacdo € 42 dias apdés a instalacdo dos implantes.
Simbolos: setas vermelhas: células imunomarcadas. Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c). Barra de escala:
100 ym (a-c).

Imagens do osso peri-implantar obtidas pela microscopia confocal 62
Area éssea peri-implantar marcada pelo vermelho de alizarina aos 42
dias ap6s a instalacdo do implante. Eutanasia: 60 dias apds a
instalacdo dos implantes. Grupo SHAM (a); OVX (b); Ran-Sr (c).

Aumento original 10x (a-c). Barra de escala: 100 pm (a-c).
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Tabela 1 - Escores das imunomarcagdes para as proteina RUNX2, ALP, OPN e 57
OCN nos grupos experimentais SHAM, OVX e Ran-Sr
Escores da imunomarcacdes: 1- marcagao leve; 2- modera; 3- intensa.

Periodo de avaliagao: 42 dias ap6s a instalacao dos implantes.
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Parametro de BV obtido pela Micro-CT

Valores obtidos de BV: SHAM: 0,04174mm3; OVX: 0,03938mm?3; Ran-
Sr: 0,04006mm*. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos(p>0,05). Periodo de avaliagédo: 60 dias apds a instalagcdo dos

implantes.

Parametro de BV/TV obtido pela Micro-CT
Valores obtidos de BV/TV: SHAM: 39,92%; OVX: 37,66%; Ran-Sr:
38,31%. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Periodo de avaliagao: 60 dias ap6s a instalagcao dos implantes.

Parametro de Tb.Th obtido pela Micro-CT

Valores obtidos de Tb.Th: SHAM: 0,0881mm; OVX: 0,07227mm; Ran-
Sr: 0,0903mm. N&o houve diferengca estatistica entre os grupos
(p>0,05). Periodo de avaliagdo: 60 dias apds a instalagdo dos

implantes.

Parametro de Tbh.SP obtido pela Micro-CT

Valores obtidos de Tbh.Sp: SHAM: 0,1282mm; OVX: 0,1121mm; Ran-
Sr: 0,1309mm. N&o houve diferengca estatistica entre os grupos
(p>0,05). Periodo de avaliagdo: 60 dias apds a instalagdo dos

implantes.

Parametro de Tb.N obtido pela Micro-CT

Valores obtidos de Tb.N: SHAM: 4,6523/mm; OVX: 5,3049/mm; Ran-
Sr: 4,3477/mm. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
(p>0,05). Periodo de avaliagdo: 60 dias apos a instalagcdo dos

implantes.

Parametro de Po(Tot) obtido pela Micro-CT
Valores obtidos de Po(Tot): SHAM: 60,08%; OVX: 62,34%; Ran-Sr:
61,69%. Nao houve diferengca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Periodo de avaliagao: 60 dias apds a instalagao dos implantes.
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Grafico 7 -

Grafico 8 -

Extenséo linear de contato osso/implante

Valores obtidos da ELCOI: SHAM: 245,60um; OVX: 134,07um; Ran-Sr:
337,12um. Houve diferenga estatistica entre os grupos: SHAM vs OVX
= p<0,05; SHAM vs Ran-Sr = p<0,005; OVX vs Ran-Sr = p<0,001
(*=p<0,05; **=p<0,005; ***=p<0,001; ****=p<0,0001) . Periodo de

avaliacao: 60 dias ap0ds a instalacdo dos implantes.

Area 6ssea neoformada

Valores obtidos da AON: SHAM: 8188,19um?;, OVX: 1281,41um?; Ran-
Sr: 7099,41um?. Houve diferenga estatistica entre os grupos: SHAM vs
OVX = p<0,0001; SHAM vs Ran-Sr = p<0,005; OVX vs Ran-Sr =
p<0,0001 (*=p<0,05; **=p<0,005; ***=p<0,001; ****=p<0,0001). Periodo

de avaliacdo: 60 dias apds a instalacao dos implantes.
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% = porcentagem

<= menor

> = maior

um = micrOmetro

um?2 = micrOmetros quadrado
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BV = volume ésseo

BVITV = porcentagem de volume ésseo
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= molar
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ml/Kg = mililitros por quilograma
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N° = nuamero

OCN = osteocalcina

OPN = osteopontina

OPG = osteoprotegerina

PBS = tampéao fosfato salino

pH = potencial hidrogenidnico

Po(Tot) = porosidade total



RANKL = receptor ativador do fator nuclear kappa-p ligante

ROI = area ao redor do implante

RUNX2 = fator de transcri¢cao relacionado a runt-2

Tb.N = numero de trabéculas

Tb.Sp = separacgao entre trabéculas

Tb.Th = espessura trabecular

TRAP = fosfatase acida resistente ao tartarato

UNESP = Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Vs = versus

X= vezes
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1. Introducao

O sucesso da reabilitacao oral com implantes dentarios é obtido pela unido
estrutural e funcional da interface osso-implante, sem a deposicdo de tecido
conjuntivo (BRANEMARK et al. 1985; ALBREKTSON, 1989; SCHWARZ et al. 2013).
Para a adequada integragdo do implante dentario, a qualidade do tecido ésseo é
fundamental, logo, as caracteristicas da microarquitetura 6ssea influenciam na
habilidade em suportar a transmissao e distribuicdo das forgas fisiologicas (LEUNG
et al. 2001; ISIDOR, 2006; BENHAMOU, 2006; TABATA et al. 2011) A qualidade
O0ssea €& determinada pelas propriedades estruturais e materiais. Dentre as
propriedades estruturais estdo a geometria 6ssea, relacionada a forma e tamanho
do osso, e a microarquitetura, que inclui o trabeculado 6sseo e porosidade cortical.
As propriedades materiais incluem a composi¢ao mineral e colagena. (BENHAMOU,
2006; MARTIN et al. 2010).

Uma das principais desordens esqueléticas €& a osteoporose pos-
menopausica, com alta incidéncia na sociedade, tendo como caracteristicas a
reducdo da massa Ossea decorrendo em aumento da fragilidade Ossea e
susceptibilidade de fratura devido a deficiéncia de estrégeno no organismo
associada ao envelhecimento. (RIGGS et al., 2002; KRIBBS, 1990).

A porcentagem de contato entre tecido 6sseo e implantes instalados na tibia
de ratas Wistar ovariectomizadas foi analisada, mostrando que a redugcéo da massa
O0ssea nas ratas osteoporoéticas promoveu menor area de contato entre 0 0sso e o
implante, podendo ocasionar menor habilidade no suporte das proteses (YAMAZAKI
et al. 1999 e OZAWA et al. 2002).

Segundo Albrektsson, 1987, durante a preparagdo do leito désseo que
recebera o implante osseointegravel, pode ocorrer necrose Ossea, que
posteriormente devera ser substituida por um novo tecido Osseo, processo de
extrema importancia para a osseointegracdo (ALBREKTSSON et al. 1987). Em
condi¢des de osteoporose ha um retardamento da osseointegracdo (BEPPU et al.
2011). Portanto, a condicdo de osteoporose e o desequilibrio na taxa de
remodelagdo Ossea observado levam a situagdes clinicas que exigem maiores
cuidados. Um plano de tratamento adequado deve ser executado pelo profissional,

modificando a geometria do implante, utilizando didmetro maior do implante e com
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tratamento de superficie. Desta forma, a osteoporose ndo € uma contraindicagao
absoluta para a cirurgia de implantes, devendo, entretanto, ser realizada uma
analise acurada da disponibilidade 6ssea por meio de tomografia computadorizada.
(DE MEDEIROS et al. 2017; GAETTI-JARDIM et al. 2011).

O tratamento da osteoporose é prioridade para a saude publica de acordo
com a Fundacéao Internacional de Osteoporose 2009. Um terco das mulheres com
mais de 50 anos sao afetadas pela doenga, com riscos iminentes de sofrer algum
tipo de fratura. Em revisdo, Tella e Gallagher, 2014, realizaram um levantamento
sobre os tipos de tratamentos referentes a osteoporose, podendo ser através do uso
de agentes farmacoldgicos ou ndo. A terapia farmacoldgica pode ser classificada
através de agentes anti-reabsortivos e anabdlicos. Os bifosfonatos, moduladores
seletivos de receptores de estrogeno (SERMS) e denosumab constituem o grupo de
anti-reabsortivos. Ja o paratorménio (PTH) e o ranelato de estroncio pertencem ao
grupo de agentes anabdlicos, que favorecem a neoformagdo dssea (SIBAI et
al.2011; HAMDY, 2009).

O ranelato de estroncio € um farmaco desenvolvido para o tratamento da
osteoporose pos-menopausica (BRENNAN T et al. 2009). Consiste em dois atomos
de estréncio estavel e uma porgao organica (acido ranélico). Sua atuacao consiste
em estimular a neoformagéo e suprimir a reabsor¢gao 6ssea (MARIE P et al. 2001).
Com relagdo ao seu mecanismo de acdo, ainda existem duvidas que vém sendo
discutidas (MARIE PJ, 2006). Hurtel et al. 2009, acredita que o medicamento atua
através da ativagao do receptor sensitivo de calcio e ocasiona aumento da OPG e
diminuicdo do RANKL. Sugere-se que ocorra desacoplamento do processo de
remodelagdo 6ssea agindo positivamente na arquitetura e forca do osso. Foram
observados em alguns estudos experimentais que o ranelato de estréncio preveniu
perda 6ssea em ratas ovariectomizadas, aumentou a massa O0ssea em animais
osteopénicos e a resisténcia 6ssea em animais normais (GRYNPAS M et al. 1990;
MARIE PJ et al. 2005). Em estudos em humanos, o tratamento com ranelato de
estroéncio aumentou a densidade 6ssea mineral (MEUNIER et al. 2002) e diminuiu o
risco de fratura vertebral (MEUNIER et al. 2004)

Um processo natural de envelhecimento ocorre na populagdo e em
decorréncia disto, ha um aumento na procura por tratamentos reabilitadores em
clinicas odontoldgicas, seja para instalacdo de implantes dentarios ou outros
procedimentos envolvendo tecido ésseo. Grande parte destes pacientes apresenta
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algum tipo de desordem sistémica, bem como a osteoporose. Dentro dessa
realidade, para que consigamos atingir um processo de reabilitacdo desejavel faz-se
necessario o conhecimento do tipo de interferéncia sistémica que o paciente
apresenta, além da terapia medicamentosa utilizada no tratamento, no intuito de se
obter uma reabilitacdo satisfatoria e com tecido 6sseo de melhor qualidade. Sendo
assim, foi proposto utilizar modelo animal com deficiéncia de estrégeno através da
ovariectomia em ratas adultas (6 meses), como ja preconizado na literatura (HA BJ,
2004; MUTHUSAMI S et al. 2005; OZTEKIN E et al.2006; FOLWARCZNA J et al.
2010), para avaliar o processo de reparo peri-implantar em ratas submetidas ao

tratamento com ranelato de estréncio.
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2. Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o processo de reparo 6sseo na
interface osso/implante em ratas com deficiéncia de estrégeno e tratadas com
ranelato de estréncio. Tal avaliagdo consistiu em avaliagdo histolégica do processo
de reparo peri-implantar; analise imunoistoquimica direcionada para os seguintes
imunomarcadores: RUNX2 (fator de transcrigédo relacionado a runt-2), ALP (fosfatase
alcalina), OPN (osteopontina) e OCN (osteocalcina), envolvidos na diferenciagdo das
células da linhagem osteoblastica; analise microtomografica, para os parametros de
BV/TV (porcentagem de volume o6sseo) BV (volume 6sseo), Tb.Th (espessura
trabecular), Tb.N (numero de trabéculas), Tb.Sp (separagéo de trabéculas) e Po(Tot)
(porosidade total); e analise por microscopia confocal para determinar a ELCOI

(extenséo linear de contato osso/implante) e AON (area éssea neoformada).
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3. Metodologia

No presente estudo foram utilizadas 36 ratas Wistar (Rattus novergicus
albinus), 6 meses, adultas, e peso corporal compreendido ao redor de 300g. Foram
tomadas todas as medidas cabiveis para se minimizar o numero de animais
utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. Os procedimentos de manipulagao
experimental foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela
ARRIVE Guidelines (KILKENNY et al. 2010), o protocolo experimental foi aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FOA — UNESP (PROCESSO CEUA
N° 2015-00616) (Anexo 1).

3.1 Delineamento experimental

3.1.1 Ciclo estral

Para garantir que as ratas utilizadas nos experimentos estavam ciclando
normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente foi
introduzido no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiolégico que, em seguida,
aspirada e colocada em lamina de histologia para leitura microscopica imediata
(técnica de Evans e Long, 1922) para reconhecimento das fases do ciclo estral. As

ratas foram utilizadas apds a obtengao de 2 a 3 ciclos estrais regulares.

3.1.2 Castragao Bilateral — Cirurgia de Ovariectomia

As 36 ratas foram anestesiadas com 50mg/kg de Ketamina intramuscular
(Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg
de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sao
Paulo, Brasil) e, a seguir, realizadas incisées em ambos os flancos, com a exposi¢ao
dos ovarios e remocao cirurgica dos mesmos. Para os grupos SHAM, 12 ratas foram
submetidas somente ao acesso aos ovarios, sem a remogao, com o intuito de

submeter as ratas ao mesmo estresse cirurgico, como as ovariectomizadas (Figura

1),
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Figura 1 — Sequéncia cirurgica de ovariectomia

Fonte: Elaborado pelo autor. Em a: anestesia com aplicagao intramuscular; b: tricotomia e
antissepsia na regiao de flanco; ¢-d: incisdo no flanco; e-f: divulsdo por planos anatédmicos; g:
localizagao do ovario; h: laqueadura o chifre uterino e remogao do ovario; i: sutura por planos

anatémicos.

3.1.3 Tratamento Medicamentoso — Ranelato de Estroncio

Passados 30 dias da ovariectomia, as ratas do grupo Ran-Sr foram
submetidas ao tratamento com ranelato de estréncio. O medicamento foi
administrado para as ratas diariamente na dose de 625mg/kg/dia dissolvido em
solugdo aquosa por gavagem com auxilio de uma agulha de gavagem para ratos
corroborando com os estudos de Bain et al. 2009 e Zacchetti et al. 2014 (Figura 2).
Esta medicacdo permaneceu até o término do experimento (eutanasia dos animais),

totalizando 72 e 90 dias de administragao, respectivamente.
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Figura 2 — Tratamento medicamentoso com ranelato de estréoncio

Fonte: Elaborado pelo autor. Em a: ranelato de estroncio disponivel comercialmente; b:
agulha de gavagem para ratos; ¢: gavagem de ranelato de estréncio em rata.

3.1.4 Cirurgia de instalagcdo dos implantes

Apods 30 dias do inicio do tratamento medicamentoso, as 36 ratas submetidas
a cirurgia de instalagéo dos implantes. As ratas foram novamente anestesiadas pela
combinagao Ketamina intramuscular e cloridrato de xilazina e receberam cloridrato
de mepivacaina (0.3 mi/kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franga) como anestesia local e para hemostasia do campo operatério.

Seguinte a sedagdo dos animais foi realizada a tricotomia na por¢édo medial
da tibia direita e esquerda e, antissepsia da regido a ser incisada com Polivinil
Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sao
José do Rio Preto), associado a PVPI topico (Figura 3,a). Com uma lamina numero
15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdo) foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metafise tibial esquerda e
direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o
auxilio de descoladores de periosteo, expondo o0 0sso para receber os implantes
(Figura 3,b-d).

Foram instalados 72 implantes de titdnio comercialmente puro grau IV com
superficie tratada por duplo ataque acido (acidos nitrico, fluoridrico e sulfurico), com
diametro de 2.0mm e altura de 4.0mm, esterilizados por raios gama (Figura 3,e). A
fresagem foi realizada com fresa espiral de 1.4mm de didmetro montada em motor
elétrico (BLM 600®; Driller, Sao Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm,
sob irrigacdo com solugdo isotbnica de cloreto de sddio a 0,9% (Fisiologico®,
Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirao Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com
reducdo 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach &
Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany) e profundidade de 4.0mm, com travamento

e estabilidade inicial (Figura 3,f-g).
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Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada metéfise tibial. Os tecidos
foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril
4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos continuos no
plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Sdo José
dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo (Figura 3,h).

No pos-operatério imediato cada animal recebeu dose uUnica intramuscular de
0,2ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort

Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP).

Figura 3 — Sequéncia cirurgica de instalagao de implante

Fonte: Elaborado pelo autor. Em a: tricotomia na metafise tibial e antissepsia com
polivinilpirrolidona; b-c: acesso e exposi¢ao da metéfise tibial; d: leito receptor do implante; e:
Implante de titanio com superficie tratada por duplo ataque acido, didmetro de 2 mm e altura de 4,0
mm; f-g: Instalagdo do implante com chave digital; h: sutura por planos.

3.1.5 Aplicagao do fluorocromo vermelho de Alizarina

Para a andlise de epifluorescéncia e histométrica, 6 ratas de cada grupo
(SHAM, OVX e Ran-Sr) receberam uma injecdo do fluorocromo vermelho de
Alizarina por via intramuscular na dosagem de 20mg/kg aos 42 dias ap0s instalagao
dos implantes (RAMALHO-FERREIRA et al. 2015) com o intuito de quantificar a area
de precipitacdo desse fluorocromo no tecido 6sseo aos 42 dias (0sso novo), e a

eutanasia foi realizada aos 60 dias depois da instalacdo dos implantes.

3.1.6 Eutanasia e obtengcao das amostras
Para eutanasia, os animais foram anestesiados em dose letal. Decorridos 42
dias apds a instalacdo dos implantes, foi realizado a eutanasia de 18 animais

(N°=6/grupo), foram removidas as tibias direita e esquerda, e fixadas em
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solugdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) para as analises histologica e
imunoistoquimica, e os outros 18 animais (N°=6/grupo) foram sacrificados apds 60
dias da instalacdo dos implantes, as tibias do lado direito e esquerdo foram
removidas, e armazenadas em alcool 70% (Reagentes Analiticos®, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) para a analise microtomografica e
por microscopia confocal.

llustragao didatica do cronograma do delineamento experimental na Figura 4.

Figura 4 — Delineamento Experimental

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 102 Dia 120

Ovariectomia Ranelato de  Instalagido dos Eutanasia Eutanasia
e cirurgia Estroncio implantes (imuno) (micro-CT e
ficticia T 1 confocal)

Fonte: Elaborado pelo autor. No dia O: realizou-se a cirurgia de ovariectomia (grupos OVX e
Ran-Sr) e cirurgia ficticia (SHAM); Dia 30: inicio do tratamento medicamentoso com ranelato de
estréncio (Ran-Sr); Dia 60: cirurgia de instalagdo dos implantes nas tibias direita e esquerda das ratas
de todos os grupos; Dia 102: eutanasia de N=6 animais por grupo para a analise de imunoistoquimica
(42 dias ap6s a instalagdo dos implantes), e aplicagdo do fluorocromo alizarina nos demais animais
(N=6/grupo); Dia 120: eutanasia do restante dos animais para analise de micro-CT e microscopia
confocal (60 dias apds a instalagdo dos implantes).

3.1.7 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: SHAM, OVX e
Ran-Sr.

Grupo SHAM: N°=12 ratas. Foram submetidas a cirurgia de ovariectomia
ficticia, na qual houve apenas a exposi¢ao dos ovarios sem a sua remogao. Apos 60
dias da cirurgia ficticia, foi realizada a cirurgia de instalagao dos implantes nas tibias
direita e esquerda, e decorridos 42 e 60 dias pos-operatorios, 6 ratas de cada grupo
foram submetidas a eutanasia.

Grupo OVX: N°=12 ratas. Foram submetidas a cirurgia de ovariectomia
bilateral. Apés 60 dias da cirurgia de ovariectomia, foi realizada a cirurgia de
instalacdo dos implantes nas tibias direita e esquerda. A eutanasia foi realizada em

6 ratas de cada grupo aos 42 e 60 dias apds a cirurgia de instalagdo dos implantes.
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Grupo Ran-Sr: N°=12 ratas. Foram submetidas a cirurgia de ovariectomia
bilateral. Apos 30 dias da cirurgia de ovariectomia, foi realizado o inicio do
tratamento medicamentoso com ranelato de estroncio na dose de 625mg/kg/dia, por
meio de gavagem diaria até a eutanasia. Decorridos 30 dias apos o inicio do
tratamento medicamentoso, foi realizada a cirurgia de instalagdo dos implantes nas
tibias direita e esquerda. A eutanasia foi realizada em 6 ratas de cada grupo aos 42

e 60 dias apds a cirurgia de instalagdo dos implantes.

3.2 Processamento laboratorial para analise histolégica e
imunoistoquimica

ApOs a eutanasia dos animais (n= 18), 42 dias apos a instalagdo dos
implantes, as metéfises tibiais esquerda e direita das ratas foram removidas e
fixadas em solugao de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48 horas e banhadas em
agua corrente por 24 horas.

Posteriormente foi realizada a descalcificacado das tibias em EDTA (20%) por
cinco semanas, seguida pela desidratacdo com uma sequéncia de alcoois. Fez-se,
apos a desidratagao, a diafanizacao com xilol e inclusao das pecas em parafina.

A partir das pecas em parafina, foram obtidas cortes com 6 ym de espessura
e montados em laminas.

Algumas laminas foram separadas para a coloragao em hematoxilina e eosina
(HE) permitindo a analise histologica e laminas foram separadas para as reagdes de

imunoistoquimica.

3.2.1 Coloracao HE — Analise histologica

Foi realizado o processamento das laminas com a coloracdo de hematoxilina
e eosina e, posteriormente, a analise dos resultados histolégicos, com a utilizagao
da camera de captura de imagem (Leica DFC 300 FX, Leica microsystem,
Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscopio de luz (leica Aristoplan

Microsystem- Leitz, Benshein, Alemanha), em aumento final de 12,5x e 40x.
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3.2.2 Processamento imunoistoquimico

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério para estudo
de tecidos mineralizados (LSMT) do Departamento de Ciéncias Basicas da
FOA/UNESP.

Foi utilizado o método de deteccdo por imunoperoxidase e os cortes em
parafina foram selecionados para a realizacdo da imunomarcagao contra as
proteinas RUNX2, OPN, OCN e ALP, com o intuito de caracterizar o fendtipo
osteoblastico, bem como os diferentes estagios da diferenciagdo das células e
processo de mineralizagdo durante o processo de osseointegragao avaliados.

O processamento imunoistoquimico iniciou-se pelas etapas de
desparafinizagdo (manutengédo dos cortes em estufa durante 20 minutos, seguidos
banhos em citrisolve e banhos em concentragdes decrescente de alcoois) e
finalizando com a hidratagéo dos cortes imersos em PBS (solugédo de tampao fosfato
salina 0,01M). A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com peréxido de
hidrogénio e, na etapa seguinte, as laminas passaram pela recuperagao antigénica
com tampao fosfato citrato (pH 6.0) em calor umido. Foi realizado ainda o bloqueio
da biotina enddégena com leite desnatado por 20 minutos. Ainda como método de
bloqueio de marcagdes inespecificas, o anticorpo primario foi preparado em solugcao
de tampéao fosfato e albumina bovina a 1%.

Os anticorpos primarios utilizados foram contra RUNX2 (SC8566), OPN
(SC10593), OCN (SC18319) e ALP(SC23430), anticorpos policlonais, produzidos
em cabra. O anticorpo secundario utilizado foi o anticorpo biotinilado anti-cabra,
produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). O sinal da reagédo foi amplificado
através da incubacado em avidina e biotina (Kit ABC standard, Vector Laboratories) e
a reacao foi revelada utilizando a Diaminobenzidina (Dako laboratories). Ao término
das reacbes imunoistoquimicas, foi realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris. Na sequéncia, as laminas passaram pelas etapas de desidratagao,
embebidas em xilol, as laminulas foram montadas para posterior analise em
microscoépio 6ptico (Nikon, Eclipse 80i, Shinagawa, Tokyo, Japao), objetiva de 25x.

Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressado destas
proteinas por analise qualitativa ordinal através da atribuicdo de diferentes escores
de acordo com a quantidade de células e area de matriz extracelular
imunomarcadas durante o processo de osseointegracdo. Os resultados foram
apresentados na forma de tabelas mostrando o escore representativo dos grupos e
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periodos experimentais analisados. O analisador foi submetido ao teste Kappa onde
o indice acima de 0,8 foi obtido, mostrando que os escores observados foram
consistentes. Os escores utilizados representam 0 (auséncia de marcagéo), 1

(marcacgao leve), 2 (marcagdo moderada) e 3 (marcagao intensa).

3.3 Analise microtomografica

Para a analise de micro-CT, apds a eutanasia dos animais (N°= 18), 60 dias
apos a instalagado dos implantes, as tibias do lado esquerdo de 6 animais dos grupos
SHAM, OVX, Ran-Sr foram removidas, reduzidas a area de instalacdo dos
implantes e armazenadas em alcool 70% (Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil). As pecas foram primeiramente submetidas a
analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada (FOA/UNESP). As pecas foram escaneadas pelo microtomdgrafo
SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes
de 9um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de
rotagdo de 0,3mm. As imagens obtidas pela projecao dos raios-X nas amostras
foram armazenadas e passaram por uma série de programas. Primeiramente as
imagens passaram pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0) que fez a
reconstrugdo 2D a partir dos cortes tomograficos. No software Data Viewer
(SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens reconstruidas foram adequadas em
posicionamento padrao para todas as amostras, podendo ser observada em trés
planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizamos o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao
1.12.4.0), onde definimos a area ao redor do implante (ROIl) delimitada por 0,5mm
em torno de todo o implante. Esta area foi definida como Area Total (0,5mm de
margem ao redor dos implantes- ROl 4,5mm x 3,2mm). O software CTAn analisou e
mediu a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershold). O threshold utilizado
na analise foi de 25-90 tons de cinza, que possibilitou a obtengdo do volume de osso
formado ao redor dos implantes. A formula utilizada para o calculo da area de osso
formado de interesse foi: Area Total — Area Plataforma = Area de formacéo 6ssea. A
partir da localizacao da area de interesse, o software realizou o calculo morfométrico
aplicado a ROI por meio dos parametros porcentagem de volume ésseo (BV/TV),

volume 6sseo (BV) numero de trabéculas (Tb.N), separacédo entre as trabéculas
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(Tb.Sp), espessura do trabeculado (Tb.Th) e porosidade total (Po(Tot)). Utilizamos

também o software CTVox que fez a reconstrugédo 3D das imagens (Figura 5).

Figura 5 - Reconstrugao tridimensional por microtomografia computadorizada
dos grupos SHAM, OVX e Ran-Sr pelo software CTVox

Fonte: Elaborado pelo autor. Reconstrugdo 3D das tibias com os implantes osseointegrados
realizada pelo software CTVox nos grupos experimentais a:SHAM; b: OVX; ¢: Ran-Sr.

3.4 Analise por microscopia confocal

Para a analise de microscopia confocal, as tibias direitas de 6 animais de
cada grupo foram lavadas em agua corrente por 24 horas e, em seguida reduzidas.
ApOs isso, as pecas passaram pela etapa de desidratacdo a partir da sequéncia
crescente de alcoois 70, 90 e 100, gradativamente, com troca de solugao a cada 5
dias, em agitador orbital (KLine CT — 150, Cientec - Equipamentos para Laboratério,
Piracicaba, SP, Brasil) todos os dias durante 4 horas.

Ao término da desidratagdo, as pegas foram imersas em mistura de alcool
100 e resina fotopolimerizavel Techno Vit® (Alemanha, Heraeus Kulzer GmbH
Division Technik Philipp-Reis-Str. 8/13 D-61273 Wehrheim) em diferentes
concentragdes, até que se utilizou apenas a resina como meio de imers&o. As pegas
foram incluidas na resina Technovit e fotopolimerizada e passou pelo protocolo de
processamento do Exakt.

O corte e o desgaste das pecas foram realizados no plano mésio-distal
utilizando o sistema de corte Exakt (Exakt Cutting System, Apparatebau, Gmbh,
Hamburgo, Alemanha) até a obtencdo de seccdo de aproximadamente 70um de
espessura.

Os cortes foram capturados pelo microscopio a laser confocal Leica CTR
4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando uma obijetiva
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de 10x. Sendo assim, a microscopia confocal obteve imagens do fluorocromo
vermelho de Alizarina com o intuito de analisar a area de precipitacdo desse

fluorocromo aos 42 dias (0sso novo).

3.4.1 Analise histométrica - ELCOIl e AON

Apos a analise por microscopia confocal a laser, as imagens foram
submetidas a analise histométrica (ELCOI e AON). As imagens obtidas a partir de
microscopio oOptico (Zeiss, Alemanha), acoplado a uma cémera digital e a um
microcomputador foram salvas em arquivo TIFF e transportadas para o programa
(Imaged® 2.1.4.7.i1). Assim, foram calculadas a extenséo linear de contato entre o
tecido 6sseo neoformado e a superficie do implante (ELCOI) e a area de osso
neoformado (AON) na regido da terceira a quinta espira de cada lado do implante, a
semelhanga da metodologia de Ramalho-Ferreira et al. (2015). Como cada implante
presente na |lamina foi uma unidade para a analise, as leituras foram realizadas nos
dois lados do implante, de forma que sua meédia foi considerada como valor

representativo da unidade.

3.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica, realizada para a analise de micro-CT (BV/TV BV, Tb.Th,
Tb.N, Tb.Sp e Po(Tot)) e microscopia confocal (ELCOI e AON), foi feita utilizando o
programa GraphPad Prism 7.01. Para selecao do dado estatistico adequado foram
realizados testes de homogeneidade e homocedasticidade (Shapiro-Wilk). A analise
estatistica foi realizada através da aplicagdo de testes paramétricos ou néo
paramétricos. Para a comparagao entre os resultados obtidos no grupo SHAM, OVX
e Ran-Sr foi aplicado o teste de variancia (One Way ANOVA) seguido do pds-teste
de Tukey quando necessario. Para todas as analises estatisticas foi adotado o nivel
de significancia de 95% (p<0,05).
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4. Resultados

4.1 Analise histolégica

A analise histolégica aos 42 dias apos a instalagdo de implantes mostra que o
reparo peri-implantar no grupo SHAM mostrou maior grau de corticalizagdo na area
de osseointegracdo em todos os espagos correspondentes ao redor dos implantes,
com formagéo de tecido 6sseo maduro, com lamelas concéntricas. No grupo com
deficiéncia de estrogeno (OVX), houve formagao de novo osso com corticalizagao
apenas nas primeiras espiras dos implantes, e nas por¢cdes mais superficiais. Na
porcdo medular, pequena area de formacao 6ssea foi observada em contraposi¢ao a
grande quantidade de tecido adiposo observado nesta regido. No grupo
osteoporético tratado com ranelato de estrébncio (Ran-Sr), foi observada uma
melhora na maturagdo do tecido 6sseo peri-implantar com imagens histolégicas

muito proximas as do grupo SHAM (Figura 6).

Figura 6 - Fotomicrografias do aspecto histolégico do tecido ésseo peri-

implantar aos 42 dias apods a instalagao dos implantes

Fonte: Elaborado pelo autor. Cortes histolégicos mostrando as espiras apds a remogéao de
implante nos animais representativos dos grupos SHAM (ae d), OVX (b ee), e Ran-Sr(cef). O
periodo de avaliagdo é 42 dias ap0s a instalagdo dos implantes. Coloragao Hematoxilina e Eosina-
HE. Aumento original 12,5x (a-c) e 40x (d-f).
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4.2. Anadlise Imunoistoquimica

As imunomarcacgdes foram avaliadas na regido de tecido 6sseo formado junto
as espiras dos implantes e com o objetivo de caracterizar as etapas de diferenciagéo
das células da linhagem osteoblastica, observando-se a presenga do fator de
transcricdo RUNX2, que apresenta-se positivo em pré-osteoblastos e osteoblastos
mais jovens. A presenca da fosfatase alcalina (ALP), positiva em células da
linhagem osteoblastica e marcando a atividade de precipitacdo de fosfato sobre a
matriz organica a base de colageno tipo I. A osteopontina (OPN), positiva para
células da linhagem osteoblastica e marcando a atividade de precipitacédo de calcio
sobre a matriz organica a base de colageno tipo |, e por fim, a osteocalcina (OCN),
que marca osteoblastos mais maduros no final de fase de mineralizagdo de calcio

sobre a matriz organica de colageno. Os resultados estao ilustrados na Tabela 1.

4.2.1 RUNX2

A RUNX2 apresentou-se marcada positivamente nos trés grupos
experimentais. Nos animais SHAM, observou-se moderada marcacdo em células da
linhagem osteoblastica, ao redor do tecido 6sseo formado junto as espiras dos
implantes. Vale destacar que neste grupo, evidenciou-se osso formado junto as
espiras e as marcacoes positivas para este fator de transcricdo foram observadas ao
redor do tecido 6sseo formado. Ja no grupo OVX, observou-se intensa marcacgao de
pré-osteoblastos, positivos para RUNX2, presentes no tecido conjuntivo junto as
espiras dos implantes. Pouco osso foi observado junto as espiras dos implantes e o
tecido conjuntivo ocupou a maior parte da area de interesse analisado. Apesar de
ser observada intensa marcacdo para a RUNX2 neste grupo experimental, &
importante destacar que a marcagao estava junto ao tecido ndo mineralizado, o que
mostrou o atraso na resposta de ossseointegracdo. Quando foi analisado o grupo
tratado com ranelato de estroncio (Ran-Sr), foi observado um padrdao de
imunomarcacao muito semelhante ao grupo SHAM, com marcagdes de células da
linhagem osteoblastica jovens no tecido 6sseo formado junto as espiras dos

implantes. (Figura 7).
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Figura 7 — Imunomarcagao para RUNX2 no tecido 6sseo peri-implantar

Fonte: Elaborado pelo autor. Imagens representativas das imunomarcacgdes para RUNX2 nos
grupos SHAM (a, d), OVX (b, e), e Ran-Sr (¢, f). Marcagdo moderada (a, ¢, d, f) e imunomarcagéo
intensa (b, e). O periodo de avaliagao é 42 dias apds a instalagdo dos implantes. Simbolos: setas
vermelhas: células imunomarcadas. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x
(a-c) e 40x (d-f). Barra de escala: 100um (a-c) e 50um (d-f).

422 ALP

Intensa marcacéo para ALP foi observada no grupo SHAM, com importante
marcacgao de osteoblastos presentes junto ao tecido 6sseo ao redor das espiras dos
implantes. Nos animais OVX foi observada uma discreta marcacéo para fosfatase
alcalina, destacando-se que neste grupo foi observado pouco tecido 6sseo presente
junto as espiras dos implantes, havendo predominancia de tecido conjuntivo nesta
regiao. Apos o tratamento com ranelato de estroncio (Ran-Sr), foi observada
moderada marcagao para fosfatase alcalina nos osteoblastos presentes no tecido

0sseo ao redor das espiras dos implantes (Figura 8).
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Figura 8 — Imunomarcacgao para ALP no tecido 6sseo peri-implantar

>

Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias das imunomarcagdes para ALP nos grupos
SHAM (a, d), OVX (b, e), e Ran-Sr (¢, f). Marcagao intensa (a, d), moderada (c, f) e leve (b, e). O
periodo de avaliagdo é 42 dias apds a instalagdo dos implantes. Simbolos: setas vermelhas: células
imunomarcadas. Contra-coloragéo: Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c) e 40x (d-f).
Barra de escala: 100um (a-c) e 50um (d-f).

4.2.3 OPN

A osteopontina apresenta importante marcagao para células da linhagem
osteoblastica, no inicio da precipitagdo de calcio sobre a matriz mineralizada.
Consequentemente, esta proteina apresenta-se marcada nas linhas
cementantes/linhas de reversdao do tecido 6sseo. Importante destacar também a
presenca desta proteina junto as células de revestimento do tecido 6&sseo,
osteoblastos quiescentes, que ficam com a morfologia achatada junto ao tecido
0sseo. Nos espécimes analisados foi possivel observar estas caracteristicas de
marcacgao da OPN principalmente nos grupos SHAM e Ran-Sr. Nos animais SHAM,
observou-se moderada marcacédo, especialmente para as células do enddsteo,
recobrindo o tecido Osseo junto as espiras dos implantes. Marcagdo com
caracteristicas muito semelhantes foi observada no grupo Ran-Sr. Em ambos os
grupos foi possivel observar marcacdo positiva para a osteopontina nas linhas
cementantes/linhas de reversao do tecido 6sseo. Ja no grupo OVX foi observada
discreta marcacdo no tecido conjuntivo. Em alguns pontos onde foi observado o
tecido 6sseo cortical, foi possivel visualizar as linhas cementantes. Neste ultimo
grupo pouco tecido dsseo foi observado junto as espiras dos implantes, mostrando

mais uma vez o atraso no processo de osseointegragao (Figura 9).
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Figura 9 — Imunomarcacao para OPN no tecido 6sseo peri-implantar

Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias das imunomarcagdes para OPN nos grupos
SHAM (a), OVX (b) e Ran-Sr (¢). Imunomarcagao moderada (a,c) € leve (b). O periodo de avaliagéo
€ 42 dias apds a instalagéo dos implantes. Simbolos: setas vermelhas: células imunomarcadas.
Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c). Barra de escala: 100um (a-c) e
50pum (d-f).

4.2.4 OCN

A osteocalcina que apresenta-se marcada em osteoblastos na etapa final de
mineralizagdo, caracterizando um tecido ésseo mais maduro. No grupo SHAM, a
OCN mostrou-se marcada principalmente em ostedécitos presentes no tecido 6sseo
formado junto as espiras dos implantes, com marcagdo caracterizada como
moderada. Vale destacar que, a presenca dos ostedcitos marcados positivamente
para a osteocalcina caracteriza o grau de maturidade do osso formado préximo aos
implantes. No grupo OVX foi observada presenga positiva para OCN em células
semelhantes a osteoblastos em tecido conjuntivo, sem apresentar caracteristicas de
mineralizagdo. Ja no grupo Ran-Sr foi observado tecido ésseo junto as espiras dos
implantes, com discreta marcacao positiva para osteocalcina nos ostedcitos desta
regiao. Assim, em comparacgao ao grupo SHAM, o padréo do tecido 6sseo formado
apos o tratamento com ranelato de estréncio mostrou-se com atividade precoce de
mineralizacdo e por este motivo, com discreta presenga da osteocalcina nos

ostedcitos (Figura 10).
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Figura 10 — Imunomarcac¢ao para OCN no tecido ésseo peri-implantar
g
e { ; . “\

Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias das imunomarcagdes para OCN nos grupos
SHAM (a), OVX (b) e Ran-Sr (¢). Imunomarcagao moderada (a) e leve (b, ¢). O periodo de avaliagéo
€ 42 dias apds a instalagédo dos implantes. Simbolos: setas vermelhas: células imunomarcadas.
Contra-coloragéo: Hematoxilina de Harris. Aumento original 25x (a-c). Barra de escala: 100 ym (a-c).

Tabela 1: Escores das imunomarcagoes para as proteina RUNX2, ALP, OPN e

OCN nos grupos experimentais SHAM, OVX e Ran-Sr

Grupos RUNX-2 ALP OPN OCN
SHAM 2 3 2 2
oVvX 3 1 1 1
Ran-Sr 2 2 2 1

Fonte: Elaborado pelo autor. Escores da imunomarcagées: 1-macagéao leve; 2-modera;
3-intensa. Periodo de avaliagdo: 42 dias apés a instalagdo dos implantes.

4.3. Analise Microtomografica
Na a analise de Micro-CT, foi avaliado os parametros de volume ésseo (BV),
percentual de volume ésseo (BV/TV), espessura trabecular (Tb.Th), numero de

trabéculas (TB.N), separacgao de trabéculas (Tb.Sp) e porosidade total (Po(Tot)).

4.3.1 BV e BVITV
Nos parametros de BV e BV/TV, o grupo SHAM foi o que apresentou os
maiores valores de volume e porcentagem de volume 6sseo, seguidos do grupo

Ran-Sr, e os menores valores foi no grupo OVX, porém sem diferenga estatistica
(p>0,05) (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1: Parametro de BV obtido pela Micro-CT
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de BV: SHAM: 0,04174mm?3; OVX: 0,03938mm?3,
Ran-Sr; 0,04006mm3. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de
avaliagao: 60 dias ap6s a instalagdo dos implantes.

Grafico 2: Parametro de BV/TV obtido pela Micro-CT
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de BV/TV: SHAM: 39,92%; OVX: 37,66%; Ran-
Sr: 38,31%. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de avaliagdo: 60 dias

apos a instalagao dos implantes.
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4.3.2Tb.Th, Tb.Sp e Th.N

Os grupos SHAM e Ran-Sr obtiveram valores muito préximos e apresentaram
maior espessura do trabeculado 6sseo e separagao entre as trabéculas, e menor
numero de trabéculas quando comparado ao grupo OVX, que apresentou menor

espessura e separagao trabecular e maior numero de trabéculas (Grafico 3, 4, 5).

Grafico 3: Parametro de Th.Th obtido pela Micro-CT

Tb.Th

0,100

0,090

0,080 -

0,070 -

0,060 -
sSHAM

@ 0vX
uRan-Sr

0,050 -

mm

0,040 -
0,030 -
0,020 -

0,010 -

0,000 -

SHAM Ov¥ Ran-Sr

Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de Tb.Th; SHAM: 0,0881mm; OVX: 0,07227mm;
Ran-Sr; 0,0903mm. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de avaliagéo:
60 dias ap6s a instalagdo dos implantes.
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Grafico 4: Parametro de Th.SP obtido pela Micro-CT
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de Tb.Sp: SHAM: 0,1282mm; OVX: 0,1121mm;
Ran-Sr: 0,1309mm. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de avaliagao:
60 dias apds a instalagdo dos implantes.

Grafico 5: Parametro de Th.N obtido pela Micro-CT

Th.N

6,0

3.0

40 -

aSHAM
®0VX

wRan-Sr

3.0 -

1/mm

2.0 -

1.0

0,0 -
SHAM 0vX Ran-Sr

Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de Tb.N: SHAM: 4,6523/mm; OVX: 5,3049/mm,;
Ran-Sr: 4,3477/mm. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de avaliagao:
60 dias ap6s a instalagao dos implantes.
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4.3.3 Po(Tot)
O grupo OVX apresentou a maior porosidade, seguido pelo grupo Ran-Sr e

SHAM, porém sem diferenga estatistica (Grafico 6).

Grafico 6: Parametro de Po(Tot) obtido pela Micro-CT
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos de Po(Tot): SHAM: 60,08%; OVX: 62,34%; Ran-
Sr: 61,69%. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Periodo de avaliagédo: 60 dias
apos a instalacao dos implantes.

4.4 Analise por microscopia confocal

O fluorocromo alizarina tem a propriedade de se ligar ao calcio no momento
da precipitagcdo da matriz, e por causa desta agao, a quantidade de fluorescéncia
representa o 0sso neoformado aos 42 dias ap6és a instalagdo dos implantes, ou seja,
o periodo de aplicagao desse fluorocromo. No Grupo SHAM houve neoformacéao
O0ssea em todas as espiras 6sseas. O grupo OVX apresentou um atraso na
neoformacado Ossea na regiao peri-implantar. Ja o grupo Ran-Sr apresentou boa

neoformacao 6ssea, com imagens semelhantes ao grupo SHAM (Figura 11).
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Figura 11 — Imagens do osso peri-implantar obtidas pela microscopia confocal

Fonte: Elaborado pelo autor. Area dssea peri-implantar marcada pelo vermelho de alizarina
aos 42 dias apds a instalagdo do implante. Eutanasia: 60 dias apds a instalagdo dos implantes. Grupo
SHAM (a); OVX (b); Ran-Sr (¢). Aumento original 10x (a-c). Barra de escala: 100 ym (a-c).

4.4.1 Analise histométrica - ELCOI

Na extensao linear de contato entre o tecido 6sseo neoformado e a superficie
do implante (ELCOI), o grupo tratado com ranelato de estréncio apresentou a maior
area de contato entre o tecido d6sseo neoformado e a superficie do implante
(8337,12um), sucessivo ao grupo SHAM (245,6um), ja o grupo OVX teve a menor
extensdo linear de contato osso/implante (134,07um). Todos o0s grupos

apresentaram direrenca estatistica quando comparados (p<0,05) (Grafico 7).
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Grafico 7: Extensao linear de contato osso/implante
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos da ELCOI : SHAM: 245,60um; OVX: 134,07um;
Ran-Sr: 337,12um. Houve diferenca estatistica entre os grupos: SHAM vs OVX = p<0,05; SHAM vs
Ran-Sr = p<0,005; OVX vs Ran-Sr = p<0,001 (*=p<0,05; **=p<0,005; ***=p<0,001; ****=p<0,0001) .

Periodo de avaliagdo: 60 dias apos a instalagao dos implantes.

4.4.2 Andlise histométrica - AON

Nos resultados obtidos pela analise histométrica para AON, o grupo SHAM
apresentou a maior area 6ssea neoformada (8188,19um?), seguido pelo grupo Ran-
Sr (7099,41um?), j4 o grupo OVX teve os menores valores de area Ossea
neoformada (1281,41 um?), assim como pode ser visto nas imagens do 0sso peri-
implantar por microscopia confocal. Houve diferenca estatistica entre todos os
grupos (p<0,05) (Grafico 8).
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Grafico 8: Area 6ssea neoformada
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos da AON : SHAM: 8188,19um?; OVX:
1281,41um?; Ran-Sr: 7099,41um?2. Houve diferenca estatistica entre os grupos: SHAM vs OVX =
p<0,0001; SHAM vs Ran-Sr = p<0,005; OVX vs Ran-Sr = p<0,0001 (*=p<0,05; **=p<0,005;
***=p<0,001; ****=p<0,0001). Periodo de avaliagdo: 60 dias apos a instalagéo dos implantes.
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5. Discussao

Na area odontologica, € extremamente importante a estabilizagdo inicial do
implante dentario, e esta € dada pela qualidade do tecido dsseo e pelo tipo de osso
ao redor do implante, classificacdo Lekholm e Zarb (1985). O desequilibrio no
processo de remodelagdo Ossea causado pela osteoporose pode diminuir a
qualidade 6ssea e comprometer a estabilidade biomecéanica dos implantes em longo
prazo (MOY et al, 2005 CHO et al, 2004). Resultados histolégicos,
imunoistoquimicos e por microscopia confocal neste estudo demonstram que o
tratamento com o ranelato de estréncio melhora a qualidade e a neoformacao 6ssea
ao redor de implantes em ratas com deficiéncia de estrogeno.

Os resultados obtidos pela imunoistoquimica permitem afirmar que o grupo
OVX apresenta-se com atraso de formagéo do tecido 6sseo, com RUNX2 intensa,
porém em tecido conjuntivo, € menor presenga de ALP, OPN e OCN nas células
osteoblasticas. O grupo SHAM apresentou melhores caracteristicas quanto a
presenca de proteinas, mostrando a atividade de renovacgéo do tecido 6sseo, pela
importante presenca de RUNX2, ALP, OPN e OCN. Em particular, a OPN nas céluas
de revestimento e a OCN nos osteécitos mostram que o osso formado junto as
espiras dos implantes apresenta-se com um grau de maturidade importante, do
ponto de vista celular. Ja o tratamento com ranelato de estroncio (Ran-Sr) mostrou
um tecido formado com caracteristicas celulares semelhantes ao SHAM, entretanto,
discretamente inferior, especialmente pela discreta marcagdo positiva para
osteocalcina nos ostedcitos do tecido 6sseo. Assim, em comparagao ao grupo
SHAM, o padrdo do tecido ésseo formado apds o tratamento com ranelato de
estréncio mostrou-se com atividade precoce de mineralizagdo e por este motivo,
com discreta presenga da osteocalcina nos ostedcitos. No entanto, vale destacar
gue neste grupo, observa-se tecido 6sseo formado junto as espiras dos implantes, o
que ja mostra um estimulo a osseointegracdo melhor caracterizado, quando
comparado ao grupo OVX.

O aumento da ALP no grupo Ran-Sr quando comparado ao OVX corrobora
com estudos de Meunier et al. 2004 em pacientes com osteoporose e tratados com
ranelato de estréncio, foi observado o aumento da concentragado sérica da fosfatase
alcalina a partir do terceiro més de tratamento e persistiu durante os trés anos de

avaliacao.
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Os resultados das analises microtomograficas, com relagdo aos parametros
apresentados, mostram que nao houve diferengas estatisticas nas caracteristicas do
tecido 6sseo formado junto aos implantes entre os grupos SHAM, OVX e Ran-Sr. No
entanto, algumas tendéncias, representadas por maiores valores numeéricos, podem
ser evidenciadas, como por exemplo maior Po(Tot), e menor BV, BV/TV, Tb.th e
Tb,Sp no grupo OVX em comparagdo aos grupos SHAM e Ran-Sr. O Ran-Sr
apresentou valores superiores quanto ao BV e BV/TV ao redor dos implantes
quando comparado ao grupo OVX, o que ressalta a agdo desse medicamento sobre
microarquitetura dssea. Outra observacao considerada € a proximidade dos valores
observados entre grupo SHAM e Ran-Sr para os parametros de Tb.Th, Tb.N e
Tb.Sp, mostrando que esta medicacdo pode ser capaz de melhorar a
osseointegracado de implantes de titdnio em tibias de ratos na dose terapéutica de
625mg/kg/dia, equivalente a utilizada em humanos, 2g/dia (MAIMOUN et al. 2010),
mas vale destacar que apesar dos maiores valores numéricos, nao foram
estatisticamente significante entre os grupos.

Maimoun e colaboradores, 2010, instalaram implantes em tibias de ratas
adultas (6 meses) e administraram ranelato de estréncio por meio de gavagem, 5
vezes ha semana, na dosagem de 625mg/kg/dia, durante 8 semanas e
apresentaram bons resultados quanto a microarquitetura 6ssea em torno do
implante, com aumento do BV/TV (+36%) e Tb.Th (+13%) quando comparado ao
grupo controle. Porém, o no nosso modelo de estudo, as ratas foram submetidas a
cirurgia de ovariectomia (grupos OVX e Ran-Sr), para causar a deficiéncia de
estrogeno assim como ocorre nas mulheres na pds-menopausa, 30 dias apods, as
ratas foram tratadas com ranelato de estréncio através de gavagem diariamente, e
os implantes foram instalados apd6s 30 dias do inicio do tratamento medicamentoso,
mas nao tivemos resultados estatisticamente significantes entre os grupos na
analise microtomografica, isso pode ter ocorrido devido a deficiéncia de estrogeno.

Dados obtidos da analise histométrica obtidas a partir das imagens pela
microscopia confocal, mostram que o Ran-Sr melhora significativamente a ELCOI e
AON em ratas com deficiéncia de estrogeno, quando comparado ao OVX. A redugao
da massa Ossea causada pela osteoporose diminui a qualidade do tecido dsseo
(AUDIN E BONNELYE, 2000) e este fato € observado no grupo OVX, pela menor
ELCOI e AON na regiao peri-implantar, bem como pela discreta expressdo das
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proteinas ALP, OPN e OCN na imunoistoquimica, mostrando um atraso na resposta
de osseointegracao.

O aumento da precipitagdo da alizarina no grupo Ran-Sr, tanto na ELCOI
como na AON ¢ afirmada pela imunoistoquimica com expressao de células positivas
para RUNX2, OPN e ALP, proteinas responsaveis pela expressao de células da
linhagem osteoblastica e pela precipitagdo de calcio e fosfato sobre a matriz
organica, o que mostra uma importante atuagéo do ranelato de estroncio sobre o
tecido 6sseo em um modelo com deficiéncia de estrégeno. Estes resultados séo
bastante promissores e confirmam observagcdes de outros grupos de pesquisa que
mostraram a eficiéncia do ranelato de estréncio como medicamento de prevencéao e
tratamento da osteoporose (HAMDY, 2009).

Bonnelye et al 2008 confirmam em seu trabalho o duplo efeito do ranelato de
estréncio, apds 22 dias de tratamento continuo de ranelato de estroncio em ensaios
in vitro em células 6sseas murinas primarias, obtiveram aumento da expressao de
marcadores de osteoblastos ALP, BSP e OCN e por outro lado, diminuicdo do
numero de osteoclastos maduros. No nosso estudo também obtivemos aumento da
expressao de células da linhagem osteoblastica, ALP e OPN, no grupo Ran-Sr em
relacdo ao OVX, porém ndo foi avaliado a expressdo de marcadores para
osteoclastos.

Karakan e colaboradores, 2017, mostram em seu estudo em ratos com
periodontite induzida com fio de seda em molares, e tratados com ranelato de
estroncio nas dosagens de 300, 625 e 900mg/kg que o ranelato de estréncio reduz a
perda éssea alveolar significativamente quando administrado na dosagem de
900mg/kg, diminui a atividade da RANKL, bem como o numero de osteoclastos
(significativo na dose de 300 e 900mg/kg) e aumenta o numero de osteoblastos
(significativo na dose de 625mg/kg).

O ranelato de estroncio tem dupla agdo, reduz a atividade osteoclastica e
mantem o processo de formagdo (HURTEL et al. 2009; BONNELYE et al. 2008,
MARIE P et al. 2001) e isso da ao ranelato de estrobncio uma superioridade de
escolha em comparacao com os bisfosfonatos pois em estudo feito por Ilwata et al.
2006 mostram que os bisfosfonatos reprimem a formagao éssea independentemente
da reabsorcao 6ssea, além disso, € sabido a sua relagdo com a osteonecrose dos
maxilares (BAGAN et al. 2017). Ramalho-Ferreira et al. 2015 apresenta em trabalho

feito com implantes instalados em tibias de ratas osteoporoéticas e tratadas com
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alendronato ou raloxifeno, que o grupo tratado com alendronato ndo apresentou
melhora, sendo semelhante ao grupo osteoporotico sem tratamento para as analises
de torque reverso e histométrica (ELCOI). Vale destacar que no presente trabalho o
grupo Ran-Sr quando comparado ao grupo OVX, apresenta maior ELCOI (p<0,001)
e AON (p<0,0001). Pan et al. 2017 relata em seu caso clinico que o ranelato de
estréncio pode ser usado como tratamento alternativo para mulheres na pos-
menopausa que receberam terapia com Bisfosfonatos a longo prazo e correm risco
de complicacdes de osteonecrose dos maxilares.

Um aspecto a ser considerado consiste na necessidade de se realizar mais
estudos investigando o efeito do mecanismo de ac&o do ranelato de estréncio
avaliado a longo prazo, a partir de analises com periodos posteriores aos que foram
utilizados neste estudo. Apesar dos resultados promissores, € importante avaliar o
quanto a resposta positiva sobre o metabolismo ésseo se mantém ao longo do
tempo, e o mais importante, avaliar possiveis respostas adversas que possam

ocorrer em decorréncia do uso a longo prazo desta medicacgao.
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6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos pelas analises de imunoistoquimica e
histométrica (ELCOI e AON) pode-se concluir que o ranelato de estréncio melhora a
osseointegracao e qualidade do tecido ésseo neoformado ao redor de implantes em

ratas com deficiéncia de estrégeno.
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