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Andlise histoldgica da lesdo dssea de mandibula de coelho apds aplicacdio
local de cloreto de estroncio

Histological analysis of surgically injured rabbit mandibles treated topically with strontium chloride

Marcio Antonio FARIA!

Nelson VILLA?

Adriana Aparecida Ferraz CARBONEL!
Ricardo Santos SIMOES?

Soraia HADAD!

Fatima Neves FARACO*

RESUMO

Objetivo: Avaliar, pela histologia, o efeito da aplicacéo tépica do cloreto de estréncio em defeitos ésseos provocados na mandibula de coelho.
Métodos: Foram utilizados 12 coelhos (New Zealand), nos quais se produziram dois defeitos cirGrgicos nas regides laterais da mandibula,
bilateralmente. Logo apds, os defeitos cirirgicos do lado direito foram preenchidos com esponja de colédgeno embebida em soro fisio-
l6gico (Controle) e os do lado esquerdo preenchidos com o mesmo material embebido em solucéo de cloreto de estréncio a 2 Molar
(Experimento). Os animais foram divididos em dois grupos e eutanasiados apds 28 e 56 dias. O material coletado foi incluido para
processamento histolégico de rotina e as léminas coradas pela hematoxilina e eosina (H.E.).

Resultados: A aplicacéo tépica de cloreto de estréncio estimulou e acelerou a neoformacdo éssea nos defeitos cirdrgicos, tratados com
cloreto de estréncio (28 dias) quando se fez comparacdo entre os dois grupos. Aos 28 dias o osso neoformado foi predominantemente
primdrio. Aos 56 dias a neoformacéo éssea preencheu totalmente os defeitos cirirgicos, tanto do grupo onde se utilizou a solugdo
fisiolégica quanto do tratado com cloreto de estréncio. No entanto, notou-se que nos coelhos tratados com estréncio o tecido ésseo
neoformado se apresentou mais desenvolvido, mostrando a presenca de sistemas de Havers.

Conclusiio: A aplicacao tépica de cloreto de estroncio estimula e acelera a reparacdo éssea em leséo, provocada artificialmente em man-
dibula de coelho quando se compararam os dois grupos (controle x experimento).

Termos de indexagiio: Coelhos. Estréncio. Mandibula. Regeneracéo éssea.

ABSTRACT

Objective: This study histologically assessed the effect of applying strontium chloride topically to surgically-induced bone defects in rabbit mandibles.
Methods: Small holes were made surgically on both sides of the lateral region of the mandible of 12 New Zealand rabbits. The holes on the
right side were then filled with a collagen sponge soaked in saline (control) and the holes on the left were filled with a collagen sponge soaked
in a 2 molar solution of strontium chloride. The animals were divided info two groups: the control group or Gl was killed 28 days later and
the experimental group or Gll was killed 56 days later. The material was included for routine histological processing and the slices were
stained with hematoxylin and eosin (HE).

Results: At 28 days, the topical application of strontium chloride had stimulated and accelerated new bone formation in the surgically-induced
bone defects. At this time, the newly formed bone was mostly primary. At 56 days, newly formed bone had completely filled both the holes
treated with saline and strontium chloride. However, the newly formed bone in the holes treated with strontium chloride was more developed,
presenting several Haversian systems.

Conclusion: Topical application of strontium chloride stimulates and accelerates the repair of surgically-induced bone defects in rabbit mandibles.
Indexing terms: Rabbits. Strontium. Mandible. Bone regeneration.

INTRODUC AO tem demonstrado resultados promissores, alterando o balango

fisiolbgico do tecido 6sseo, no sentido de bloquear a acao dos os-

teoclastos e estimular a acdo e diferenciacio dos osteoblastos'™.
Inimeras substancias tém sido estudadas na tentativa de O estroncio tem sido amplamente estudado na
melhorar a qualidade do tecido dsseo, diminuindo os processos ~ forma de cloreto ou de ranelato de estroncio, sendo este
de reabsorcio e estimulando a deposicio. Entre estas, o estroncio  ultimo o mais utilizado, por via sistémica, na prevengio
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da osteoporose. E descrito que o ranelato de estroncio
in vitro aumenta a sintese do coldgeno e proteinas nio
coldgenas pelos osteoblastos® ou iz vivo, pela inibi¢io da
reabsor¢do dssea (inibicao e bloqueio da diferenciagao dos
osteoclastos), assim estimulando o aumento da deposi¢io
Ossea®®,

Raros sdo os trabalhos que utilizaram estréncio
localmente. No entanto, quando assim usado no tecido
6sseo, esta substancia demonstrou ser efetiva na melhoria
da arquitetura 6ssea, com resultados semelhantes ao do uso
sistémico’. Desta forma, resolvemos avaliar a morfologia
da reparagiao 6ssea na mandibula de coelhos apds aplicagdo
topica do cloreto de estroncio.

METODOS

Foram utilizados 12 coelhos New Zealand, fémeas,
adultas, com peso entre 4 e 5 kg, idade entre 10 e 12 meses,
provenientes do biotério da Universidade de Santo Amaro.
Os animais foram inicialmente anestesiados com quetamina
(10 mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) e atropina (10 mg/kg)
de peso corporal, por via intramuscular. Apés tricotomia, foi
realizada incisdo retilinea de retalho cutaneo total na regiao
latero-inferior em ambos os lados da mandibula. Apds o
afastamento do peridsteo, foram provocados dois defeitos
via cirurgia (um de cada lado) com o uso de motor ¢ contra-
angulo redutor 16:1, valendo-se de uma broca trefina de 5
mm de didmetro por 5 mm de profundidade na regido lateral
da mandibula. Esses defeitos cirurgicos foram preenchidos
por esponjas de coligeno (Hemospon®, Technew Com. e
Ind. Ltda., Campo Grande, Brasil) e recobertas com uma
membrana de coligeno reabsorvivel (Genderme®, Baumer
S.A., Mogi Mirim, Brasil) a qual foi fixada no tecido 6sseo
com auxilio de parafusos de titanio.

Os defeitos cirdrgicos do lado direito serviram
como controle, recebendo esponjas de colageno embebidas
em soro fisiolégico. Ja os defeitos ésseos do lado esquerdo,
receberam esponjas embebidas em solu¢io de cloreto
de estroncio 2 Molar (solugdo gelatinosa). Em seguida,
procedeu-se a sutura das feridas cirurgicas em dois planos.
Apds os procedimentos cirdrgicos, os animais foram
mantidos em biotério, em gaiolas plasticas individuais, com
temperatura e ilumina¢do controladas, racdo balanceada e
agua ad libitum. Apos 28 e 56 dias da cirurgia, os animais
foram novamente anestesiados e sacrificados. Os animais
entdo foram divididos em dois grupos: GI - animais
sacrificados aos 28 dias e GII - animais sacrificados aos
56 dias. Os fragmentos das mandibulas contendo os
defeitos ciriargicos foram retirados e fixados em formol a
10% em tampao fosfato por 24 horas. Em seguida foram
descalcificados em solucio de acido etilenodiamino tetra-
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acético a 10% (EDTA), pH 7,0, por 30 dias. Os fragmentos
foram submetidos a técnica histolégica de rotina para
inclusao em parafina. Apds o processamento histologico,
o material foi incluido de tal maneira que se pudesse
observar todo o comprimento do defeito (da supetficie a
profundidade). Cortes semi-seriados de 5,0um de espessura
foram feitos seguindo o longo eixo (longitudinal) dos
defeitos cirurgicos, ou seja, da cortical para a base dos
mesmos, sendo entdo corados pela Hematoxilina e Eosina
(H.E.) e analisados pela microscopia de luz.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de FEtica
em Pesquisa da Universidade de Santo Amaro de acordo
com o patecer niamero 071/20006, registro n. 024/06. Este
trabalho foi realizado de acordo com os Principios Fticos de
Experimentacio Animal, elaborado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal, entidade filiada ao Internacional
Conncil of Laboratory Animal Science.

RESULTADOS

Nas lesoes de 28 dias, apds aplicagio de solugio
salina, notou-se pequeno crescimento 6sseo na por¢io mais
profunda do defeito cirurgico, representado por tecido 6sseo
tipicamente primario. O resto do defeito cirargico apresentou-
-se preenchido por tecido conjuntivo, contendo infiltrado de
células inflamatérias (linfocitos e plasmocitos), fibroblastos
e vasos sanguineos (Figuras 1A, 1C e 1E). Ja 28 dias apos
aplicacio de cloreto de estroncio, o local do defeito cirdrgico
apresentou-se praticamente preenchido por tecido dsseo
com caracteristicas tipicas de tecido ésseo primario, estando
as cavidades medulares preenchidas por tecido conjuntivo
frouxo, rico em fibroblastos e vasos sanguineos de luz ampla
(Figuras 1B e 1D). Na porgao superficial (cortical) do defeito
cirargico foi encontrada uma pequena reminiscéncia de tecido
conjuntivo altamente vascularizado, onde se observaram
grupos de células em processo de diferenciagio, dando origem
a grupos de osteoblastos recém diferenciados e secretores
(Figura 1D).

Foi possivel observar o grande numero de
osteoblastos nos defeitos tratados com estroncio (28
dias), assim como a grande quantidade de feixes de fibras
colagenas sendo anexadas pelo osteoide recém sintetizado,
demonstrando a grande atividade destas células (Figura
1F).

Notou-se, nos grupos de 56 dias (controle e
experimental), que os defeitos cirirgicos se encontravam
totalmente preenchidos por tecido ésseo. No grupo-controle
este tecido dsseo foi predominantemente primario (Figuras
2A e 2B). No grupo experimental, entretanto, foi encontrado
sistemas de Havers bem tipicos) e medula dssea contendo
células adiposas (Figuras 2C e 2 D).
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Figura 1. Fotomicrografias dos cortes de partes de defeitos cirirgicos de
mandibulas de coelhos aos 28 dias. As figuras A, C ¢ E pertencem ao
grupo-controle. Cortesponde a aumento da area selecionada em C
(Plasmécitos - seta). As figuras B, D e F correspondem ao grupo
experimental. Em D aumento da area selecionada em B. (Osteoblasto
- seta) e em F fibra coligena (seta) inserindo-se no tecido 6sseo. H.E.

A,BeC=40XeD, EecF =400X.

Figura 2. Fotomicrografias de cortes de partes de defeitos cirirgicos de
mandibulas de coelhos aos 56 dias. A e B correspondem ao grupo-
controle e C e D ao grupo-experimental. HE. AeC=40x.BeD =
100X.

DISCUSSAO

O cloreto de estroncio apresenta agdo antirreabsos-
tiva e osteoestimuladora no tecido 6sseo, quimicamente
andlogo ao calcio e interagindo com este, sendo que sua
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Estroncio e reparacdo de mandibula

absor¢do ¢ gastrintestinal, através de difusio passiva, ou
seja, transporte paracelular. Deve ser mencionado que a sua
atividade nao interfere com o metabolismo do cilcio. Ao
contrario, quando a ingestdo de estroncio ¢ intensificada,
ocorre reposicio de calcio e sua deposicio nas dareas de
remodelacio Gssea ativa'™',

Foi estudada a qualidade dose-dependente do sal de
estroncio, demonstrando que doses excessivas podem causar
distarbios no metabolismo do cilcio. No entanto, em doses
fisiolégicas ou até quatro vezes maiores sio seguras'*!’. No
presente estudo, nido foi detectado qualquer distarbio na
estrutura do osso neoformado que pudesse ser relacionada
a dose administrada de cloreto de estroncio tépica em
concentragao a 2 Molar. O osso neoformado nas regiGes
dos defeitos cirurgicos aparentou uma estrutura normal,
com trabéculas bem formadas e células de aspecto tipico de
sintese 6ssea. Deve ser salientado que o estroncio acelerou
o processo de ossificacdo no local do defeito, visto que 28
dias apds aplicacio deste sal a lesdo estava praticamente
preenchida por tecido ésseo.

O estroncio apresenta a capacidade de penetrar
nas células, via canais de célcio e, subsequentemente, unir-
-se a determinados sitios de ligacdo intracelulares, tais como
o reticulo endoplasmatico, afetando assim a homeostasia
intracelular do calcio e os processos de mineralizagio dssea'.

Pelo nosso estudo, notou-se que o estroncio
apresentou efeito benéfico na reparagio do defeito 6sseo na
mandibula. De acordo com indmeros autores, o cloreto de
estroncio, em baixas doses, nio causa nenhum distarbio no
metabolismo dsseo, mas aumenta o nimero de osteoblastos e
diminui o nimero e atividade de osteoclastos'*%,

A literatura relata que o uso sistémico do estroncio
em animais e em pacientes na forma de ranelato, mostra-se
efetivo na melhoria da qualidade do tecido 6sseo (geometria e
microarquitetura), aumentando a for¢a de resisténcia do osso
e reduzindo o risco de fraturas em pacientes com osteoporose

+78 Isto parece vir de acordo com nossos

pos-menopausa
resultados, uma vez que foi notavel a maior producio de
matriz Ossea, a maior quantidade de trabéculas 6sseas ¢ sua
maior espessura em nosso grupo teste de 28 dias.

Foi utilizado neste experimento um protocolo de
trabalho semelhante ao de Ferraro et al.’ que estudaram o
efeito do cloreto de estroncio sobre o 0sso alveolar de ratos,
administrando este fon através de um veiculo de esponja de
coldgeno (Gelfoam®, Pharmacia & Upjohn Co, Kalamazoo,
Michigan, BEUA) localmente, onde as esponjas de colageno
foram embebidas em solucdo de cloreto de estroncio a 2
Molar para os grupos teste e embebidas em solucio fisiologica
para os grupos controle. As esponjas foram implantadas sub
e supra periostealmente, porém nao foram criados defeitos
6sseos. Desta forma, o cloreto de estroncio foi utilizado
localmente e os resultados dos autores sugerem que a osteo-

génese pode ser estimulada pela presenca local deste {on.
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A grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo
nos defeitos tratados com solucio salina, o que nao se obset-
vou na mesma propor¢ao no grupo teste, permite crer que a
utilizac¢io do cloreto de estroncio, segundo a metodologia da
presente pesquisa acelerou a produgio de tecido 6sseo nos
defeitos cirdrgicos criados. Na analise de 56 dias, as diferen-
¢as histomorfolégicas entre os grupos teste e controle foram
discretas, uma vez que ambos os defeitos se mostraram total-
mente preenchidos por tecido ésseo trabecular.

Ressalta-se que, nos defeitos cirdrgicos dos grupos
teste e experimental aos 28 dias, o tecido encontrado entre as
trabéculas 6sseas é do tipo conjuntivo frouxo. Ja nas lesGes
de 56 dias, notou-se a presenca de indimeras células adiposas
e vasos sanguincos, sugerindo a existéncia de medula 6ssea
madura, que se mostrou mais evidente nos defeitos tratados
com cloreto de estroncio. Esta observagao foi reiterada pela
avaliacao do tecido 6sseo encontrado nestas amostras, uma
vez que foi possivel observar a constitui¢do de sistemas de
Havers.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicagdo tépica de gel de cloreto
de estroncio a 2 Molar acelerou a reparacdo 6ssea de defeitos
criados em mandibulas de coelhos.
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