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RESUMO

CASSINO, Pedro Carvalho. Suplementacdo de zinco e galio em defeito 6sseo de ratos.
[dissertacdo]. Campo Grande: Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, 2014. 46p.

Defeitos 6sseos incompletos sdo modelos para o estudo da regeneracdo do 0sso e
possuem semelhanca com o reparo da fratura, sendo que a diminuicdo ou auséncia
destes constitui sério problema ao cirurgido. Ainda que o reparo 0sseo seja definido
como um fato ndo isolado. O processo de regeneracdo tecidual € generalizado,
incluindo tanto tecidos moles como os duros. As etapas do reparo normal das feridas
de tecidos moles como a sequéncia de inflamacéo, fibroplasia e remodelacéo.
Estudos apontam que o galio tem eficacia no tratamento de diversas doencas, tendo
com principal efeito a capacidade de suprimir a reabsorcdo Ossea e
consequentemente elevar os niveis de calcio no sangue, além de possuir atividade
inibitéria nas reabsorgdes 0sseas pela acdo nos osteoclastos e sua caracteristica de
estimular os osteoblastos, favorecendo a neoformacéo 6ssea. O zinco possui efeito
estimulatorio na formacdo 6ssea tem sido demostrado in vitro e in vivo. Além de
estimular a proliferacéo e diferenciacdo de células osteoblasticas, o zinco promove
um efeito inibitério na reabsorcéo dssea, especificamente na formacdo das células
precursoras de osteoclastos na medula 6ssea. O uso da microtomografia por raio-x,
proporciona medidas quantitativas e tridimensionais da estrutura e mineralizacédo do
calo 6sseo e essas medidas podem estar relacionadas a rigidez e resisténcia
mecanica do calo. Além de quantificar as estruturas O0sseas permite analisar a
remodelacdo, mineralizacdo, volume e microarquitetura do tecido. Sendo assim o
objetivo do presente estudo é avaliar o uso da suplementacdo de zinco e galio em
reparo de defeitos 0sseos em ratos, caracterizando a estrutura do reparo 0sseo
utilizando a microtomografia de Rx. Em conclusdo observamos que a cicatrizacao
O0ssea se mostrou presente tanto radiograficamente, quanto nas imagens por
microtomografia, em graus variaveis de acordo com o tempo de pds-operatdrio,
mostrando uma correlacéo positiva.

Palavras-chave: Microtomografia; reparo 6sseo; morfometria.



ABSTRACT

CASSINO, Pedro Carvalho. Supplementation of zinc and gallium bone defect in rats.
[dissertation]. Campo Grande: Faculty of Medicine, Federal University of Mato
Grosso do Sul, 2014. 46p.

Incomplete bony defects are models for the study of bone regeneration and have
resemblance to repair the fracture, and the reduction or absence of these is a serious
problem to the surgeon. Although bone repair is defined as a non-isolated incident.
The process is generalized tissue regeneration, including both hard and soft tissues.
The steps of the normal repair of wounds of soft tissues as a result of inflammation,
fibroplasia and remodeling. Studies show that gallium is effective in treating various
diseases, and main effect with the ability to suppress bone resorption and thereby
increase levels of calcium in the blood, as well as having inhibitory activity on bone
resorption by acting on osteoclasts and their characteristic stimulate osteoblasts,
promoting bone formation. Zinc has a stimulatory effect on bone formation has been
demonstrated in vitro and in vivo. In addition to stimulating the proliferation and
differentiation of osteoblastic cells, zinc promotes an inhibitory effect on bone
resorption, specifically in the formation of osteoclast precursor cells in the bone
marrow. The use of x -ray microtomography for, and provides quantitative three-
dimensional measurements of the structure and mineralization of the bone callus and
these measures may be related to stiffness and mechanical strength of callus. In
addition to quantifying bone structures allows to analyze the remodeling,
mineralization, volume and tissue microarchitecture. Therefore the objective of this
study is to evaluate the use of supplemental zinc and gallium in bone defect repair in
rats, characterizing the structure of bone repair using microtomography Rx. In
conclusion we observed that bone healing was present both radiographically as the
images by microtomography, in varying degrees according to the time after surgery,
showing a positive correlation.

Keywords : microtomography; bone repair; morphometry.
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1 INTRODUCAO

Ha muito tempo o homem preocupa-se em reparar ou substituir partes
lesadas do tecido 0sseo. A recuperacdo deste tecido danificado por trauma ou
doenca representa, ainda hoje, um grande transtorno. Vérias tentativas tém sido
realizadas com materiais de diversas origens, mas poucos mostraram resultados
satisfatorios (SANTOS, 2005).

Defeitos 0sseos incompletos sdo Otimos modelos para o estudo da
regeneracao do 0sso e possuem semelhanga com o reparo da fratura, sendo que a
diminuicdo ou auséncia destes constitui sério problema ao cirurgidao (SASSIOTO,
2004).

Um defeito 6sseo experimental deve ter um tamanho determinado para que
Nao ocorra reparo espontaneo, pois s nesta situagdo o potencial osteogénico do
implante, enxerto ou medicamento pode ser considerado real (ALMEIDA, 2006).

O Galio exibe acdo sobre o metabolismo 0sseo, com caracteristica de agir
diretamente sobre os osteoclastos, inibindo-os, e pela hipercalcemias que o seu uso
resulta, tendo grande potencial nos processos que envolvem reparos 06sSseos
(DOMINGUES, 2011).

Outro mineral que possui funcdes em diversas reacdes biologicas é o Zinco,
sendo que apresenta efeitos na formacéo 0ssea in vitro e in vivo e a capacidade de
suprimir a acao dos osteoclastos na reabsorcéo in vivo; sendo também um cofator
para enzimas e eficaz para a replicacdo do DNA (MOURA, 2012).

As ferramentas de analise para verificacdo do processo de reparo vém de
encontro as especificidades da cicatrizagdo e regeneracao 6ssea. A microtomografia
de raios-x computadorizada proporciona medidas quantitativas e tridimensionais da
estrutura e mineralizagdo do calo 0sseo, e essas medidas podem ser relacionadas a
rigidez e a resisténcia do calo. Sendo este um método nado invasivo e tdo pouco
destrutivo do objeto que esta sendo analisado. Com 0S Seus recursos
computacionais € possivel separar o local de interesse do 0sso pré-existente afim
desse obter medidas de valores referentes a essa area com medias de volume de
0sso, volume de tecido, nUmero e espessura trabecular, tamanho da area entre
outros. Tornando o Microtomdgrafo uma tecnologia de grande utilidade em estudos
envolvendo tecidos 6sseos (INTROINI, 2011).



14

Sendo assim, este trabalho tem o objetivo de verificar o efeito da
suplementacao de nitrato Galio e quelato de Zinco no processo de reparo 0sseo em
tibia de rato Wistar, avaliando-se densidade média (DM), volume 6sseo (BV), volume
de tecido (TV), relagédo entre volume 6sseo e volume de tecido (BV / TV), espessura
trabecular (Tb.Th) e niumero de trabéculas (Tbh.N) através de microtomografia de

raios-x computadorizada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido e reparo 6sseo

O o0sso é um tecido conjuntivo especializado mineralizado, correspondendo a
aproximadamente 15% do peso do corpo, sendo composto por células (ostedcitos,
osteoblastos e osteoclastos) e um material intercelular constituido de uma matriz
organica e uma inorganica. A matriz organica é constituida principalmente de
coldgeno (95%) e representa cerca de 30% da composicdo do tecido 6sseo. A
matriz mineral €& composta essencialmente de cristais de hidroxiapatita
Caip(PO4)s(OH), (95%) e representa aproximadamente 70% do tecido ésseo
(SILVA, 2004).

Este tecido tem origem embriondria a partir de células indiferenciadas do
mesénquima, as quais apresentam capacidade de originar os mdultiplos tecidos
mesenquimais, como 0 conjuntivo, cartilaginoso, adiposo, muscular, mucoso e o
hematopoiético (INTROINI, 2011).

A estrutura do tecido 6sseo varia de acordo com a regido do esqueleto,
podendo ser classificada em porosa (trabecular), ou compacta (cortical). A
microestrutura do 0sso poroso € composta por trabéculas cujo formato varia entre
bastonetes e placas, e possuindo uma grande area superficial (HILDEBRANT et al.,
1999). O osso trabecular é encontrado em extremidades dos 0ssos longos protegido
por uma camada de 0sso cortical, sendo encontrado também na estrutura interna de
0SS0S como o0 calcaneo, cranio, pélvis e vértebras da coluna. Este tipo de osso
corresponde a 20% da constituicdo do esqueleto (SILVA, 2004).

O osso compacto constitui 80% do esqueleto, e forma a camada externa dos
0ssos. Nele as fibras de colageno estédo distribuidas na forma de lamelas que ficam
paralelas umas as outras ou se dispdem em camadas concéntricas em torno de
canais como vasos, formando os sistemas de Havers. Entre as lamelas ha lacunas
onde se situam o0s osteocitos. Cada sistema € constituido por um longo cilindro,
paralelo ao eixo longitudinal do osso (diafise) formado por lamelas concéntricas. No
centro deste cilindro existe o canal de Havers que contém vasos, nervos e tecido

conjuntivo frouxo. Esses canais comunicam-se entre si, com a cavidade medular e
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com a superficie externa do osso por meio de canis transversais denominados de
canais de Volkmann (SILVA, 2004).

O reparo de defeitos € um bom modelo para o estudo da regeneracdo do
0SSO e possui grande semelhanca com o reparo primario ou direto de fraturas. Ao
contrario destas Ultimas, os defeitos sdo menos sujeitos a fatores mecéanicos e a
obstrucdes do aporte sanguineo. Este modelo tem sido utilizado em muitos
experimentos classicos que analisam a influéncia de medidas cirargicas e
farmacoldgicas para melhorar a regeneracdo 6ssea (DOMINGUES, 2011).

Um defeito 6sseo experimental deve ter um tamanho determinado para que
nao aconteca reparo espontaneo, e que nao sofra reparo durante o periodo de
duracdo do estudo, pois somente em dadas condicBes o potencial osteogénico do
implante, o enxerto ou medicamento pode ser considerado real (ALMEIDA, 2006).

A cicatrizagdo 0ssea ap0s uma fratura ocorre através da formacdo de um
0SSO0 novo. Este processo compreende seis estagios: hemostasia e formacao do
hematoma; organizacdo do tecido de granulacdo; formacdo do calo fibroso;
formacao do calo ésseo primério; formacdo do calo 6sseo secundario; reconstrugdo
funcional da estrutura (MARTINS, 2001).

O reparo 6sseo é definido como um fato ndo isolado. O processo de
regeneracao tecidual € generalizado, incluindo tanto tecidos moles como os duros.
As etapas do reparo normal das feridas de tecidos moles como a sequéncia de
inflamacé&o, fibroplasia e remodelagcéo. (MARTINS, 2001).

Considerando que o prop0ésito deste reparo tecidual é reparar a continuidade
entre as margens da leséo, restabelecendo as caracteristicas morfofuncionais do
orgdo ou tecido afetado. No processo de reparo, as células progenitoras
indiferenciadas tém papel fundamental, elas determinam uma série de eventos que
tendem a conter o dano. Também preparam as células de reserva, que mantiveram
a sua vitalidade diante a injaria (SIQUEIRA JR e DANTAS, 2000).
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2.2 Gélio

O galio € um elemento metalico do grupo 13 da tabela periédica, com nimero
atdmico 31, massa molar 69,72 e ponto de fusdo 29,78 °C. Este mineral tem atraido
a atencao de diversos pesquisadores por suas potenciais aplicacdes ao tratamento
de doengas, tais como disturbios na reabsorcdo 6ssea, com ou sem niveis elevados
de calcio no plasma, doencas autoimunes, certos tipos de canceres e doencas
infecciosas (BERNSTTEIN, 1998).

A atividade do galio, que inibe a reabsor¢do 6ssea levou ao seu uso na clinica
para o tratamento de hipercalcémica, e para a supressdo de ostedlise e tratamento
de dor associada a metastase dssea. O uso de galio tem sido também sugerido para
o tratamento de osteoporose. Galio apresenta ainda atividade imunomoduladora,
mostrando-se efetivo na supressao de artrite em modelos animais, sem, contudo, ter
acdo imunossupressora e acdo citotoxica (HALL e CHAMBERS, 1990;
DOMINGUES, 2011).

Teixeira (2012) esclarece que o galio possui conhecida propriedade anabolica
no tecido 0Osseo, especialmente onde ocorrem o0s processos de formacdo e
remodelacdo. Observacdes clinicas sugerem que interfere na reabsorcdo 0ssea,
reduzindo sua taxa de dissolugéo, pela inibicdo na atividade dos osteoclastos.

De acordo com Melnikov, 2008 a situagéo clinica associada com uma maior
perda de calcio do tecido 0sseo é a hipercalcemia relacionada com cancer. Nesta
desordem fatores procedentes das células cancerigenas provocam um marcante
aumento na absorcdo Ossea pelos osteoclastos. O célcio sai do osso tdo
rapidamente que sobrecarrega a capacidade excretora renal. Foi sugerido que
baixas doses de nitrato de galio poderdo ser usadas na prevencdo de ostedlise em
mieloma multiplo.

Segundo Verron, (2010) o galio demonstrou-se eficaz no tratamento de
doencas associadas com a perda Ossea acelerada, incluindo hipercalcemia
relacionada com o cancer e doenca de Paget. Estas aplicacdes clinicas sugerem
que galio pode reduzir a reabsor¢do do o0sso. Entretanto, poucos estudos tém
relacionado os efeitos deste mineral em reabsor¢des osteoclasticas.

Além de atuar diretamente sobre os osteoclastos, o galio pode, com base em

evidéncias experimentais, inibir a formacéo e reabsorcédo 6ssea estimulada através
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da acdo sobre os osteoblastos. Evidéncias de estudos in vivo para melhora da
formacdo Ossea sugerem que € devido a formacéo 6ssea acentuada e aumento do
teor de calcio do osso em ratos tratados com nitrato de galio (BERNSTTEIN, 1998).

Bockman et. al. em 1990, afirmam que o galio tem demonstrado eficacia no
tratamento de diversas doencgas, tendo com principal efeito a capacidade de suprimir
a reabsorcdo 0ssea e consequentemente elevar os niveis de calcio no sangue, além
de possuir atividade inibitéria nas reabsorcdes 0sseas pela acdo nos osteoclastos e
sua caracteristica de estimular os osteoblastos, favorecendo a neoformacéo 6ssea.

Com esforcos de muitos laboratérios e pesquisadores tém acumulado
evidéncias de que o galio pode ter acentuada participacdo no metabolismo 6sseo.
Apesar de consideraveis avancos, ainda mais deve ser esclarecido. Aprimorar 0s
conhecimentos dos mecanismos envolvidos pode fornecer ideias para estratégias
terapéuticas, com o intuito de evitar perda 6ssea em ortopedia, traumatologia e
condi¢es patoldgicas relacionadas com doencas oncolégicas. E esperado também
o desenvolvimento de ensaios de triagem para testes clinicos de novos compostos
do galio (Melnikov, 2008).

2.3 Zinco

O zinco € um dos minerais mais comuns encontrados na terra, podendo ser
encontrado no ar, solo, agua e naturalmente em alimentos. E altamente utilizado na
industria farmacoldgica (oxido de zinco), bloqueadores solares, desodorantes,
medicamentos para tratamento de micoses, acnes e xampus anti-caspa, tendo
ampla utilizacdo em areas odontolégicas, médicas e domeésticas (FILIU, 2010).

Este elemento, pertencente ao segundo grupo da Tabela Periddica, composto
por elementos de transicdo e é um metal branco-azulado brilhante, estavel ao ar,
sendo recoberto por um revestimento branco de carbonato basico quando exposto a
umidade. Apresenta ponto de fusdo de 419,5° C e de ebulicdo de 908°C. Quando
aquecido a 100-150°C, torna-se maleavel, a 210°C torna-se quebradico e
pulverizavel. Ao ser gueimado no ar, gera chama verde azulada. Possui simbolo Zn,

massa molecular de 65,38, e quando se encontra em pé é explosivo (OVESEN,
2001).
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O efeito estimulatorio do zinco na formacdo Ossea tem sido demostrado in
vitro e in vivo. Além de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoblasticas, o zinco promove um efeito inibitério na reabsorcdo Ossea,
especificamente na formacdo das células precursoras de osteoclastos na medula
0ssea (FERREIRA, 2010).

O zinco desempenha diversas fun¢cdes no organismo humano, tais como a
sintese proteica, metabolismo de DNA e RNA, metabolismo de carboidratos e
lipideos, metabolismo energético. Porém, sua principal funcéo esta na sua atuacéo
enzimatica, seja na estrutura da enzima ou em sua acdo reguladora ou catalitica
(OVESEN, 2001).

Estudos de McGray (1972) revelaram que, através de exames histoldgicos,
0S grupos que receberam doses de sulfato de zinco obtiveram um estagio avancado
de cicatrizacdo 6ssea do que o grupo controle em todos os intervalos de tempo.
Sendo que esta aceleracao foi maior nas fases iniciais do tratamento.

O papel do zinco no controle do metabolismo 6sseo tem sido associado ao
aumento da atividade da aminoacil-RNA transportador sintetase nos osteoblastos, a
qgual esta envolvida no primeiro passo da biossintese proteica. Dentre as proteinas
que apresentam a sua sintese aumentada tem-se a osteocalcina. Estes fatores de
crescimento agem recrutando células pré-osteoblasticas, derivadas das células
estromais da medula 6ssea, induzindo a diferenciagdo e maturacdo destas em
osteoblastos maduros, 0s quais serdo capazes de sintetizar colageno em grande
quantidade. Acredita-se ainda que o0s osteoclastos ao reabsorver a matriz 0ssea
liberam fatores como IGF-I, IGF-Il e TGF-beta, os quais inibem futuras atividades
osteoclasticas e estimulam a producdo e atividade localizadas dos osteoblastos
(FERREIRA, 2010).

O zinco forma um complexo funcional chamado “dedos de zinco”, uma
estrutura com coordenacdo tetraédrica, que apresenta atividades em varios
processos celulares como, replicacao, reparo, proliferacéo e apoptose. Esses “dedos
de zinco” atuam como moldes e se ligam a varias proteinas e moléculas de acido
nucleico (Figura 1).

Esse complexo de coordenacao tetraédrica apresenta o atomo de zinco no
sitio central do tetraedro, ligando com 4 cisteinas ou 3 cisteinas e 1 histidina ou 2
cisteinas e 2 histidinas. As arestas desse tetraedro serdo determinadas pela

natureza dos aminoacidos ligados, uma vez que podem formar um poliedro regular,
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quando as arestas forem equidistantes, ou distorcidas, quando apresentam
diferentes aminoacidos em sua composi¢do. O tamanho das arestas serve como
marca-passo para produzir uma determinada sequéncia de aminoacidos, isso
demonstra o controle do zinco nas atividades enzimaticas e no processo de

proliferacdo das células e no crescimento celular (MILLS, 1989).

Figura 1 - Coordenacdo tetraédrica com atomo de zinco na posi¢ao central.

2.4 Microtomografia de Raio-X Computadorizada

A microtomografia por raios-X realizada pelo microtomografo de raios-X de
alta resolucdo (UCT) é uma técnica que permite a visualizacdo de secoes
transversais de um objeto de forma ndo destrutiva, através de um conjunto de
projecdes do plano e com o auxilio de um computador com um programa de
reconstrucdo de imagens. A tomografia computadorizada por transmisséo foi
desenvolvida por Godfrey N. Hounsfield em 1972, o que Ihe rendeu o prémio Nobel
de medicina em 1979 (HOUNSFIELD, 1973).

A analise da microestrutura do 0sso, incluindo a rede de canais, tem sido
largamente restrita ao dominio bidimensional. Ainda que o0s métodos
histomorfométricos 2D continuam a fornecer uma ampla variedade de informacdes
sobre a dindmica do tecido ésseo, eles ndo podem produzir uma imagem completa
da microestrutura tridimensional do osso cortical (VERONESI, 2009).

Milanetti (2011) afirma que a microtomografia por raios-x, proporciona
medidas quantitativas e tridimensionais da estrutura e mineralizacdo do calo 0sseo e

essas medidas podem estar relacionadas a rigidez e resisténcia mecanica do calo.
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Além de quantificar as estruturas Osseas permite analisar a remodelacgéo,
mineralizacao, volume e microarquitetura do tecido (BATISTA, 2010).

Neste processo, 0s raios X sdo emitidos em um feixe estreito que passa por
uma pequena parte do objeto, sendo detectado do outro lado da amostra. A
intensidade dos raios X que chega ao detector de diferentes angulos € convertida
em um sinal digital, posteriormente processado por um computador e convertido em
uma imagem espacial de alta resolu¢cdo (CARVALHO, 2013).

Esta técnica implica a tomada de imagens de proje¢cdo radiograficas de um
objeto a partir de varios angulos ao redor deste, e matematicamente converte estas
imagens em um conjunto de fatias de imagem de seccdo transversal, o que
representa uma imagem Tridimensional (3D). Estas imagens de projecdo sao
obtidas ao longo de um total de rotagdo de 180 ou 360 graus. Enquanto as
projecbes de imagens individuais de raios-X sdo imagens Bidimensionais (2D) , a
rotacdo da amostra visualizada em relacédo a fonte de raios-X e de camara permite a
localizacdo precisa em 3D dos objetos a serem analisados para assim se
confeccionar calculos(LABRINIDIS, 2008).

Assim, as medidas do perimetro do osso podem ser convertidas para uma
estimativa da area da superficie, de seccdo transversal e convertidos para uma
estimativa do volume de 0sseo e perimetro medindo a raz&do de area fornece a base
para as estimativas de espessura trabecular 6ssea (INTROINI, 2011).

Segundo Silva et. al. (2004), a compreenséao das propriedades macroscoépicas
de estruturas bioldgicas, tais como a estrutura Ossea, e de sua estrutura
microscopica é de grande interesse na caracterizacao da qualidade 6ssea.

Para Goldstein et. al. (1983), a densidade do osso trabecular foi relacionada a
sua resisténcia e rigidez. Apesar das medidas de densidade frequentemente
levarem a estimativas razoaveis das propriedades mecanicas, elas nao explicam
certas variacbes observadas nestas propriedades, ndo sao influenciadas pela
microestrutura do o0sso trabecular, representando assim uma medida escalar
incompleta para a previsdo das propriedades mecéanicas. Duas amostras 0sseas
com fracdes de volume (BV/TV= Volume de Tecido Osseo/Volume) proximas entre
si de 18% e 19%, respectivamente, apresentaram propriedades mecanicas que
variaram de 30% a uma ordem de magnitude, dependendo da direcdo analisada.

Os célculos séo realizados somente sobre a regido em razdo ao volume da

regido selecionada. A sele¢do precisa das regides ou volumes de interesse € de
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fundamental importancia para a obtencdo de dados precisos e significativos. O
termo "regido de interesse”, ou VOI, refere-se a uma regido selecionada de uma
Gnica imagem de seccéo transversal (LABRINIDIS, 2008).

Veronesi et. al. 2009 determina que os parametros mais interessantes para
analise morfométrica tridimensional, sdo densidade média (DM), volume 6sseo (BV),
volume de tecido (TV), a relagéo entre o volume 6sseo e volume de tecido (BV / TV),
superficie 6ssea (BS), densidade de superficie 6ssea (BS / TV), espessura

trabecular (Tb.Th), separacéo trabecular (Tb.Sp), nimero de trabéculas (Tbh.N).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a suplementacdo de zinco e galio para reparacdo de defeitos 0sseos
em rato.

3.2 Especificos

Verificar o carater da cicatrizacdo em funcéo do tempo de pds-operatorio.

Avaliar as técnicas experimentais escolhidas.

Caracterizar a capacidade de deteccdo do reparo Osseo através da
microtomografia de raios-x.

Quantificar a densidade 0ssea, comparando os grupos tratados e nao tratado
aos 21 e 28 dias de observacao.

Quantificar o volume 6sseo e volume tecidual, bem como a sua relagéo,
comparando os grupos tratados e n&o tratado aos 21 e 28 dias de observacao.

Quantificar o niumero e a espessura das trabéculas 6sseas neoformadas,

comparando os grupos tratados e néo tratado aos 21 e 28 dias de observacao.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo deste experimento foi devidamente encaminhado ao Comité de
Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e aprovado sob o nimero
471/2012 (Anexo 1).

4.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 36 animais da linhagem Wistar albino (Rattus norvegicus),
machos adultos, com idade aproximada de trés meses, e peso de 260 a 350
gramas, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os animais foram distribuidos em dois grupos, e subdivididos conforme o
tempo de observacgédo, 21 e 28 dias apoés a realizagdo do defeito 6sseo (Figura 02).

GRUPO 01 GRUPO 02
28 DIAS 21 DIAS
N=18 N=18

N=6 N=12 N=6 N=12
CONTROLE EXPERIMENTO CONTROLE EXPERIMENTO
28 dias 28 dias 21 dias 21 dias

Figura 2 - Organograma da distribuicdo dos animais nos grupos, conforme
tratamento e tempo de observagdo do reparo 6sseo.

Durante todo o processo experimental os animais foram mantidos com dieta a
vontade, e alojados em caixas apropriadas para a espécie, com forragem de

maravalha que foi substituida regularmente.
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4.2 Procedimento Cirurgico

O plano anestésico foi induzido com Cetamin® (cloridato de cetamina) Syntec
na dose de 0,25 mg/100g administrado por via intraperitoneal em associacdo com
Rumpum® (cloridato de xilazina) Bayer dose de 0,1 a 0,3 mg/100g, sendo calculada
individualmente conforme o peso de cada animal .

Sob técnica asséptica, foi realizada incisdo da pele, na face cranio-medial da
tibia, de aproximadamente 2 cm, para confec¢éo do defeito 6sseo.

Apbs 0 acesso ao 0sso, foi realizado o processo de perfuracdo do mesmo
com uma Microretifica DREMEL® 3000 com 120 W a 33000 rota¢g6es por minuto,
equipada com broca DREMEL® modelo 191 com 3,2 mm (1/8”"). O defeito ésseo
produzido estendia-se do periésteo até o canal medular, ambos os membros foram
operados na mesma sequéncia (Figura 3).

Figura 3 - Procedimento cirlrgico — a) tricotomia e assepsia do local da incisdo; b)
defeito 6sseo do membro esquerdo; c) defeito 6sseo do membro direito; sutura
simples de inciséo.
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ApoOs confeccédo do defeito, sendo certificado o controle hemostatico, realizou-
se sutura simples na pele, os animais ficaram em observacdo por um periodo de
doze horas, sendo neste intervalo administrado 0,1ml/animal de anti-inflamatorio
(Flunixina — Meglunina, Banamine®, Shering-Plough) via intramuscular.

As radiografias foram realizadas no Hospital Veterinario da UFMS,
primeiramente na recuperacdo dos animais do plano anestésico, e apos o

procedimento de eutanasia.

4.3 Procedimentos: Administracao da Suspensao

O zinco em associacdo com o Galio foi administrado na forma de solucéo de
quelato de Zn, na concentragcao de 100mg/100ml de ambos os minerais, por via oral
com uma Sonda de Gavagem de fabricacdo artesanal, sendo esta uma agulha 1,60
X 40 mm (16G) com canhdo de fundo branco BD™, devidamente polida e com
curvatura adequada para o procedimento, ndo houve problemas na administracéo
das solugdes no que diz respeito a ingestdo dos produtos.

A dose foi calculada em 0,1ml/100g/dia, e administrada durante 07 dias, no
periodo vespertino. Em todos 0s casos, sem excec¢ao, a suplementacéo foi iniciada
um dia apos o procedimento cirdrgico. Visando garantir a qualidade do produto, o
composto foi manipulado por uma farméicia especializada (Pharmaceutica) e a
adicdo de Gélio foi realizada no Laboratério de Metabolismo Mineral da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul.

O certificado de analise do produto foi fornecido pelo laboratério Pharma
Nostra (unidade ANAPOLIS) realizado no dia 10/07/2013 (Anexo 2). O produto ndo
possuia sabor nem acucar (TAST-FREE).
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4.4  Eutanasia dos Animais

Todos os grupos foram submetidos a eutanasia por dose letal de 100mg/kg
de tiopental sodico, via intraperitoneal. Constatado o Obito, removeram-se o0s
membros que sofreram o0 procedimento e estes foram acondicionados
individualmente em recipientes, devidamente identificados, com formol tamponado a

10%, que posteriormente foi substituido por solucao alcodlica 70%.

4.5 Anédlise Morfolégica

A analise morfolégica foi feita por Microtomografia de raios-X do osso do rato
por um aparelho Skyscan 1076, equipado com uma camera de 1.3MP usada para
capturar imagens de cada passo de rotacdo entre cada fotograma de 0,45 °© e um
feixe de 60kV e 100pA ampliada para 5um/pixel. Foi utilizado para reduzir o
endurecimento do feixe um filtro de 1 mm de espessura, tendo um tempo de
exposicao de 4.7s, o passo de rotacdo de 0,8 °, com uma rotagdo completa sobre
197 °, resultando em um tempo de varredura aproximado de 20 minutos por peca.

Usando Software CT Analyser, cortes sucessivos em bidimensdo foram
transformados em imagens tridimensionais para quantificar densidade média (DM)
em porcentagem, volume 0sseo (BV) com valores milimetros cubicos, volume de
tecido (TV) em milimetros cubicos e relacdo entre volume 0sseo e volume de tecido
(BV / TV) expressa em porcentagem, espessura trabecular (Tb.Th) em milimetros e
namero de trabéculas (Th.N) em quantidade de trabéculas por milimetro quadrado,
na regido de interesse, o qual foi identificado como sendo a area correspondente ao

calo 4sseo.

4.6 Anéalise Estatistica

Foram calculadas as médias e desvios padrdes de cada grupo, utilizando os
métodos estaticos de ANOVA para avaliar afirmacdes sobre as médias de
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populacdes e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a hipétese nula de
que todas as populacdes possuem funcdes de distribuicdo iguais contra a hipotese
alternativa de que ao menos duas das populacdes possuem funcdes de distribuicédo
diferentes. Verificando as variagbes, para posterior confronto dos dados,

determinado as diferencas entre os grupos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo de defeito 6sseo produzido no presente trabalho, com 3,2 mm
(1/8"), do periosteo até o canal medular em ambas as tibias, permitiu andlise
morfologica tanto por radiografia simples (figura 4), como por microtomografia de Rx.
De acordo com Domingues (2011), defeitos 6sseos com 1,5 mm de espessura, aos
30 dias obtiveram total reparo enquanto que Almeida (2006) em seu modelo com 3
mm afirma que aos 30 e 45 dias, o reparo é ainda parcial. Piai (2005), confeccionou
defeitos 6sseos em tibias de ratos machos, com broca trefina de 3,0mm de
diametro. Decorrido um periodo de 28 dias, houve preenchimento de toda a
extensdo superficial e profunda do defeito, por tecido 6sseo maduro. Milanetti,
(2011), observou que animais aos 21 dias de pds-cirdrgico tiveram consolidacao
completa apos realizacdo de um defeito com 1,2 mm de didmetro na por¢do medial

do fémur utilizando uma broca odontoldgica.

Figura 4 - Radiografia Mediolateral e Caudocranial representando o grupo controle
28 dias, estruturas osteoarticulares sem alteracdes (A) e grupo controle 21 dias, com
evidente ponto radiotransparente em regido medial de tibia — tunel cirargico (B).
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Figura 5 - Radiografia Mediolateral e Caudocranial representando o grupo
experimento 28 dias, Estruturas osteoarticulares sem alteracdes (A) e grupo controle
28 dias, ténue forma circular radiotransparente em regiao medial de tibia — tanel
cirurgico (B).

Na figura 5, pode-se observar que o0s animais do grupo 28 dias ja
apresentavam fechamento total da area do defeito, fato também observado no
trabalho de Almeida e colaboradores (2006), que afirmam que tamanho
intermediario e periodo de tempo menor sdo os mais indicados para se analisar

defeitos dsseos.
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Figura 6 - Imagens geradas pela analise da microtomografia computadorizada nos
grupos controle aos 21(A) e 28 dias (B) e tratamento 21(C) e 28 dias (D).

Foi observado que a administracdo de nitrato de géalio em associacdo com
quelato de zinco ndo apresentou interferéncia no processo de cicatrizacdo 6ssea de
ratos, devido as diferencas do periodo de analise no qual seria apropriado um tempo
de observacédo menor para o grupo controle e experimento 21 dias.

Domingues (2011) em um experimento envolvendo mineral trioxido agregado
associado ao nitrato de galio e vidrobioativo, observou que em animais com 30 dias
de defeito, jA ndo era possivel identificar o sitio da lesdo, sendo considerado
totalmente reparado, porém o tamanho do defeito utilizado era de apena 1,5 mm de
espessura e profundidade. Isso evidéncia que um periodo de tempo menor de
analise pode sim ser realizado, desde que o animal tenha sido medicado com
suplementacdo de suporte a base de zinco e galio que iria acelerar o processo de
cicatrizacgéo.

A dose utilizada no experimento foi de 100 mg da solucéo contendo nitrato de
galio e quelato de zinco para cada 100 gramas de peso vivo de cada animal com

uma dose aproximada de 0,3 ml por rato tratado. Ocorreu um quadro de intoxicacao
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levando os animais a apresentarem diarréia, hipotermia, apatia e anorexia, podendo
ter ocorrido um fenébmeno denominado efeito reverso, na qual o gasto do organismo
em absorver e eliminar 0o excesso desses minerais pode ter ocasionado desgaste
nutricional.

Porém, Ovesen e colaboradores (2001) em um estudo sobre o metabolismo
0sseo, administraram 60 mg de Zinco para cada 500 gramas de peso corporeo e
esta dose resultou em aumento da resisténcia e comprimento femoral, melhorando
também os indices de crescimento e aumento do peso corpéreo de ratos. Um
trabalho de Hall e Chambers (1990), envolvendo o nitrato de galio administrado na
dose variando entre 0,1 a 100 mg / ml produziu uma relacdo dose dependente da
reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos isolados a partir de ossos longos oriundos de
ratos jovens.

Outro estudo que incluia a suplementacdo com zinco, de Ferreira et. al.
(2007), demonstrou que baixas doses (5,5 mg ao dia) pode influenciar positivamente
a recuperacdo do volume 0Osseo e trabecular, mas novos estudos deveriam ser
realizados afim de padronizar as doses tanto de géalio quando de zinco.

Bockman e colaboradores, em 1995, administraram doses 0,05; 0,25 e 0,5 mg
de nitrato de galio por quilo em 49 pacientes com doenca de Paget por 14 dias,
concluindo entdo que o galio foi capaz de iniciar uma recuperacdo nos parametros
de reabsorgéo 0ssea, e suprindo assim a atividade da doenca.

McCray (1972) em estudos utilizando zinco demonstrou que este é gerado em
tecidos de cicatrizacdo, em um periodo de tempo entre 5 a 7 dias ap0s a leséao.
Esses niveis podem ser atribuidos aos picos que ocorrem em  momentos
especificos podendo ser associados com a atuagcdo de algumas enzimas
particulares. Sendo relatado que no sexto dia de tratamento h& interferéncia,
aumentando a formacao de colageno no local da ferida.

Os valores da meédia, desvio padrdo, valores maximo e minimo estao
apresentados na Tabela 1, conforme os parametros da densidade Gssea, volume
0sseo, volume do tecido, relacdo volume ésseo com volume do tecido e espessura

trabecular e nimero de trabéculas.
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Tabela 1 - Avaliacdo dos paramentos microtromograficos dos grupos controle e
experimento, nos periodos de 21 e 28 dias.

Grupo Controle Experimento
21 Dias 28 Dias 21 Dias 28 Dias
Densidade 6ssea
Media +DP 0,83 +0,06 0,84 +0,04 0,84 +0,02 0,88 +0,02
Méaximo 0,90 0,90 0,88 0,92
Minimo 0,78 0,79 0,82 0,86
Volume 6sseo
Media +DP 1,65 £1,42 4,14 +2 54 1,14 +0,65 4,94 +1,25
Maximo 3,81 7,88 1,99 6,90
Minimo 0,32 1,61 0,39 3,89
Volume tecido
Media +DP 4,77 £2,22 8,02 £3,6 5,19 +2,89 8,14 +2,20
Maximo 6,74 13,06 10,56 11,62
Minimo 1,33 3,15 2,47 6,21
Relacdo volume 6sseo
e volume do tecido
Media +DP 31,36 +17,10 49,71 £11,27 23,17 10,07 59,06 +5,91
Méaximo 56,56 60,36 36,81 66,37
Minimo 8,44 34,02 10,82 49,05
Espessura trabecular
Media +DP 0,25 0,11 0,37 £0,09 0,21 +0,07 0,43 +0,06
Méaximo 0,43 0,45 0,33 0,51
Minimo 0,12 0,24 0,12 0,34
Numero de trabeculas
Media +DP 1,12 +0,32 1,33 +0,08 1,05 +0,33 1,35 +0,22
Maximo 1,47 1,42 1,55 1,73
Minimo 0,66 1,19 0,57 1,08
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No presente estudo, os valores referentes a densidade média, volume ésseo,
volume de tecido, relacdo entre volume 0sseo e volume de tecido e a espessura e
volume de trabéculas ndo apresentaram uma diferenca estatistica significativa,
Carvalho e colaboradores (2013), ao analisar os valores desses parametros em
ratos, concluiram que estes dados relacionam-se positivamente quando o individuo
mantém suas caracteristicas fisioldgicas preservadas.

Com relacdo ao parametro Densidade Ossea, o grupo controle de 21 e 28
dias, os valores médios foram de 0,83 +0,06 e 0,84 +0,04, respectivamente. No
grupo tratamento de 21 e 28 dias, os valores médios foram de 0,84 +0,02 e 0,88

10,02, respectivamente, como pode ser observado no Grafico 1.

0,92 -

0,88 -

0,86 -
H Controle
0,84 - M Experimento

0,82 A

0,8 -

0,78 -

21 dias 28 dias

Grafico 1 - Densidade 0ssea dos grupos controle e experimento.

Introini (2011) ao analisar efeitos do uso de ultrassom em fémures de ratos
obteve os resultados das densidades médias de cada grupo sendo que em animais
tratados o valor foi 0.26 e de 0.28 em ratos que néo receberam interferéncias aos 14
dias do experimento.

Os dados apresentados pelo Volume Osseo em mm?, no grupo controle de 21
e 28 dias, os valores médios foram de 1,65 +1,42 e 4,14 +2 54, respectivamente. No
grupo tratamento de 21 e 28 dias, os valores médios foram de 1,14 +0,65 e 4,94

11,25, respectivamente, como pode ser observado no Grafico 2.



35

m Controle

m Experimento

o = N w BN ol o ~ [ee]
| 1 1 1 1 1 1 1 )

21 dias 28 dias

Grafico 2 - Volume 0sseo do grupo controle e experimento.

Leigh (2010) em um estudo defeitos Osseos de calvaria em ratos
influenciados pela suplementacdo de zinco em diferentes concentracées e concluiu
que animais tratados com 20 mg/kg, 60 mg/kg e 120 mg/kg aos quatro meses pos-
cirurgia apresentaram valores médios e desvio padrdo de volume 6sseo 14.24 +6.09,
14.29 +11.55 e 23.81 £12.97 no grupo controle, 37.07 £21.21, 51.19 +17.31 e 34.83
+23.98 em animais tratados com fragmentos 6sseos em associacfes com zinco e
119.82 £24.34, 90.13 +£19.98 e 114.06 £12.84 em ratos tratado com matriz 0ssea
bovina desmineralizada e zinco, respectivamente.

Introini (2011) ao analisar efeitos do uso de ultrassom em fémures de ratos
encontrou valores médios de volume 6sseo em animais tratados de 1.35 e 0.9 em
ratos que nao receberam interferéncias aos 14 dias do experimento.

Com o valor referente ao Volume do Tecido, o grupo controle de 21 e 28 dias,
os valores médios em mm?® foram de 4,77 +2,22 e 8,02 +3,06, respectivamente. No
grupo tratamento de 21 e 28 dias, os valores médios foram de 5,19 +2,89 e 8,44

12,20, respectivamente, como pode ser observado no Grafico 3.
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Gréfico 3 - Volume do Tecido dos grupos controle e experimento.

Introini (2011) estudando os efeitos da ultrassonografia observou os valores
médios de volume de tecido em animais tratados de 2.58 mm?3 e em ratos que nao
receberam interferéncias o valor foi 1.77 mm3 aos 14 dias do experimento em
fémures de ratos.

As relagbes entre o Volume 6sseo e o Volume do tecido, expressos em
porcentagem, apresentaram no grupo controle de 21 e 28 dias, os valores médios
forma de 31,36 +17,10 e 49,71 +11,27 respectivamente. No grupo tratamento de 21
e 28 dias, os valores meédios foram de 23,17 10,07 e 59,06 5,91,
respectivamente,no Grafico 4.
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Gréfico 4 - Relacdo volume 6sseo e volume de tecido dos grupos controle e
experimento.
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Leigh (2010) em um estudo sobre suplementacdo de zinco em diferentes
concentracbes em defeitos O0sseos de calvaria em ratos concluiu que animais
tratados com 20 mg/kg, 60 mg/kg e 120 mg/kg aos quatro meses pos-cirurgia
apresentaram valores médios e desvio padrao da relacdo volume 6sseo e volume de
tecido, foi de 25.98 +£15.35, 27.57 £10.61 e 47.60 £15.28 no grupo controle, 46.79
+16.33, 36.66 +10.37 e 34.83 £ 23.98 em animais tratados com fragmentos 0sseos
em associacdes com zinco e 46.45 +10,02, 55.08 +8.99 e 56.53 +7.77 em ratos
tratado com matriz 6ssea bovina desmineralizada e zinco, respectivamente.

Batista (2010) realizou um estudo na qual avalia os efeitos da cicatrizagao
O0ssea em ratos com sobrecarga de calcio e fosforo, apds sofrerem nefrectomia do
rim direito, e por um periodo de observacdo de 52 dias, obtendo os valores de
relacéo entre volume ésseo e volume de tecido expresso em porcentagem de, 19.39
+2.0, 13.16 £1.5 e 11.84 £1.5. Em animais controle, suplementados apenas com
calcio e suplementacao de céalcio em associacdo com fosforo, respectivamente.

Introini (2011) ao analisar efeitos do uso de ultrassom em fémures de ratos
encontrou valores médio das relacdes volume 6sseo e volume de tecido em animais
tratados de 52.49 e 50.64 em animais que nao receberam interferéncias aos 14 dias
do experimento.

Com relacao ao parametro Espessura Trabecular, o grupo controle de 21 e 28
dias, os valores médios em mm foram de 0,25 0,11 e 0,37 +0,09,respectivamente.
No grupo tratamento de 21 e 28 dias, os valores médios foram de 0,21 +0,07 e 0,43

10,06 respectivamente, no Grafico 5.
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Grafico 5 - Espessura Trabecular dos grupos controle e experimento.
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Batista (2010) estudou efeitos da cicatrizagdo éssea em ratos com sobrecarga
de calcio e fosforo, apds sofrerem nefrectomia do rim direito, e por um periodo de
observacdo de 52 dias, obtendo os valores de espessura trabecular, 0,07066
+0.0043, 0,05836 +0,0028 e 0,0615 +0,0045. Em animais controle, suplementados
apenas com célcio e suplementacdo de calcio em associacdo com fosforo,
respectivamente.

Tendo como parametro os valores dos Numeros de Trabéculas, o grupo
controle de 21 e 28 dias, os valores meédios forma de 1,12 +0,32 e 1,33
10,08,respectivamente. No grupo tratamento de 21 e 28 dias, os valores médios

foram de 1,05 +£0,33 e 1,35 %0, 22, respectivamente no Grafico 6.

1,6 -
14 -
1,2
m Controle
0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -

m Experimento

21 dias 28 dias

Grafico 6 - Numeros de Trabéculas dos grupos controle e experimento.

Uma pesquisa de Batista (2010) na qual avalia os efeitos da cicatrizacao
O0ssea em ratos com sobrecarga de calcio e fosforo, apds sofrerem nefrectomia do
rim direito, e por um periodo de observacdo de 52 dias, obtendo os valores de
namero de trabéculas, 2.72 +0.18, 2.23 +0.21 e 2.18 £0.28. Em animais controle,
suplementados apenas com calcio e suplementacdo de célcio em associacdo com
fosforo, respectivamente.

A soma de todos os grupos de 21 e 28 dias, ambos de controle e
experimento, pode-se notar, na Tabela 2, que a variavel tempo teve relacdo positiva
nos parametros volume do tecido, volume 0sseo e consequentemente relacao
volume Osseo e volume do tecido, espessura e numero de trabéculas, fato

observado pela maior tempo de recuperacao dos animais.
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Tabela 2 - Valores médios dos parametros da microtomografia, nos periodos de 21 e
28 dias conforme resultados da somatéria de todos os animais no MCT analise.

Densidade Volume  Volume Volume 6sseo Espessura Numero de
média do tecido  6sseo /volume do trabecular trabéculas
tecido
21 dias 0,83a 4,98a 1,40a 27,27a 0,23a 1,08a
28 dias 0,86a 8,23b 4,54b 54,40b 0,40b 1,34b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, no nivel de
5% de confianca pelo teste T.

Somando-se todos 0s grupos controle e experimento, ambos de 21 e 28 dias,
respectivamente, podemos observar (Tabela 3) que os animais dos grupos
experimento e controle, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre a

administracdo ou ndo da suspensao de quelato de zinco e nitrato de galio.

Tabela 3 - Valores médios dos parametros da microtomografia, nos grps controle e
experimento, conforme resultados da somatéria de todos os animais no MCT
analise.

Densidade  Volume  Volume Volume dsseo/ Espessura Numero de

média do tecido 6sseo volume do trabecular trabéculas
tecido
Controle 0,83a 6,39a 2,89a 40,55a 0,31a 1,22a
Experimento 0,86a 6,81a 3,04a 41,11a 0,32a 1,20a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, no nivel de
5% de confianca pelo teste T.
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6 CONCLUSAO

A reparacdo 0ssea se mostrou presente tanto radiograficamente, quanto nas
imagens por microtomografia, em graus variaveis de acordo com o tempo de pos-
operatorio, mostrando uma correlagdo positiva.

A técnica do microtomégrafo de raios-x, mostrou-se como um método
promissor para avaliar a reparacdo 0ssea em modelos experimentais.

O procedimento de microtomografia de raios-x nao permite detectar
satisfatoriamente o quadro do reparo 6sseo em rato.

A recuperacdo da densidade 6ssea nos animais tratados com gélio e zinco
foi mais avancada que no grupo controle.

Os valores de volume 0sseo e volume de tecido ndo se mostraram
significativos na recuperacgéo dos defeitos 6sseos.

Os parametros, relagédo entre volume 6sseo e volume de tecido, espessura e
namero de trabéculas, serem maiores no grupo tratado, justifica seu uso como

marcadores do processo reparatério.
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Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comissio de Etica no Uso de Animais /CEUA

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n® 471 /2012 da Pesquisadora
landara Schettert Silva, referente ao projeto de pesquisa, “Avaliagao

da hidroxiapatita dopada com galio em reparos 0sseos ", esta de
acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), com a legislagéo
vigente e demais disposigdes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFEMS, em reunido ordinaria do dia 21

de novembro de 2012 .

|
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Joice Stein 7
Coordenadora da CEUA

Campo Grande, 27 de novembro de 2012.

Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua@propp.ufms.br
fone (67) 3345-7184




MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE E | 24|
DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE '

RESOLUCAO No. 124/2012 de 25 de outubro de 2012.

O COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE DA
FACULDADE DE MEDICINA DA FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MATO GROSSO DO SUL,em sua 4* Reunifo Ordinaria realizada em 25 de outubro de
2012 no uso de suas atribuigdes legais, resolve:

Aprovar o projeto de pesquisa em nivel de Mestrado intitulado:
“Avaliagfio da hidroxiapatita dopada com galio em reparos osséos” de responsabilidade
da Profa. Dra. landara Schettert Silva e do aluno Pedro Carvalho Cassino.

Ricar@o Du }Zlos

47



	2.1 Tecido e reparo ósseo
	2.2 Gálio
	2.3 Zinco
	2.4 Microtomografia de Raio-X Computadorizada
	3.1 Geral
	3.2 Específicos
	4.1 Delineamento experimental
	4.2 Procedimento Cirúrgico
	4.3  Procedimentos: Administração da Suspensão
	4.4  Eutanásia dos Animais
	4.5 Análise Morfológica
	4.6 Análise Estatística
	BOCKMAN, R.S.; REPO, M.A.; WARREL, R.P. Distribution of trace levels of therapeutic gallium in bone as mapped by synchrotron x-ray microscopy. Proc Nati Acad Sci, n. 87, p. 4149-53, 1990.
	HALL TJ. CHAMBERS TJ. Gallium inhibits bone resorption by a direct effect on osteoclasts. Bone Miner, n. 8, v. 3, p. 211-6, 1990.

