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Resumo

O presente estudo teve por finalidade analisar as respostas teciduais do
tecido subcutaneo na presenca de transplante homogeno de células de medula
Ossea, por meio dos estudos histologico e imunoistoquimico das proteinas
Cbfa1/Runx2 e osteocalcina. A metodologia utilizada nesse estudo envolve
processamento em tecido descalcificado e neste caso, possibilitando cortes com
menor espessura, para analise das caracteristicas morfoldégicas das células
presentes no tecido formado ao redor do enxerto e mesmo a resposta inflamatéria
do tecido subcutidneo ao material enxertado. Como complementacgao realizou-se o
processamento em tecidos calcificados, apds a injecao de fluorocromos, a calceina
aos 10 dias e a alizarina aos 20 dias possibilitando a analise do processo de
deposicao de calcio ao redor do material enxertado no tecido subcutaneo. Com a
analise histoldgica, verificou-se que o enxerto de medula 6ssea isoladamente foi
incorporado ao tecido subcutaneo, sendo que no periodo de 20 dias sao
observadas algumas estruturas semelhantes a tecido 6sseo, pois apresentam-se
morfologicamente, como tecido calcificado. Com o objetivo de caracterizar o
tecido medular implantado no tecido conjuntivo subcutdneo, foi observada
imunomarcacado positiva contra Cbfa1/Runx2 e contra osteoclacina. Os
resultados sugerem que a presenga da medula éssea junto ao osso cortical,
quando transplantada em seres de mesma espécie, em tecido subcutaneo,

favoreceu a osteogénese pelo processo de osteoindugao.

Palavras-chave: Implante dentario; Enxerto o0sseo; Medula Ossea;

Imunoistoquimica; Fluorocromos.



Abstract

The purpose of this study was to analyze the cellular response to the
subcutaneous tissue in a presence of autolougous bone marrow cells
transplantation, through the histological and imunohistochemic study of
Cbfa1/Runx2 and osteocalcin proteins. The methodology uses the decalcified
tissue processing, and in this case, provides thinnest slices cuts for the
morphological analyses and inflammatory responses of the cells around the graft
in the subcutaneous tissue. As an extra study, was evaluated the calcified tissues
after the fluorochroms injection, calcein in the tenth day and alizarin in the
twentieth day, given the possibility to analyze the calcium deposition process
around the graft in the subcutaneous tissue. Through the histological analyses it
was possible to verify that the bone marrow was well accepted by the connective
tissue, at the twentieth day it was possible to see some structures similar to bone,
because it was morphologically similar to calcified tissue. With the objective to
characterize the bone marrow implanted in the conjunctive subcutaneous tissue,
positive results against Cbfa1/Runx2 and osteocalcin was observed. The results
suggest that the presence of the bone marrow next to the cortical bone, when
grafted in beings of same species, in subcutaneous tissue, it favored osteogneses

for the osteoinduction process.

Key-words: Dental implants, Bone graft, Bone marrow, Immunoistochemistry,

Fluorochromes
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1. INTRODUCAO




Introdugdo !

Enxertos ésseos tém sido utilizados como rotina nos ultimos cem
anos, para o tratamento de fraturas e no reparo de defeitos do esqueleto.
Existem diferentes tipos de materiais disponiveis para as reconstrugcbes de
defeitos Osseos. Esses materiais sdo classificados segundo alguns fatores:
status vascular, imunocompatibilidade entre o doador e o receptor, propriedades
mecanicas do material, incluindo tamanho, forma e tipo, e as técnicas utilizadas
para sua preservagao. De acordo com a imunocompatibilidade os materiais
podem ser autdogenos ou alégenos. O fendmeno que garante o sucesso do
transplante é a incorporacdo efetiva desse material. Esse processo de
incorporagao € a unido do leito receptor com o material transplantado resultando

em células viaveis e novo osso."

O termo incorporacdo descreve a reparagao do transplante 6sseo, de
acordo com sua area de origem. O processo de incorporagdo € uma fungao do
leito receptor e depende do intimo contato com o tecido doado, da sequéncia de

tempo e do equilibrio de processos independentes.

Enxertos &6sseos autdgenos esponjosos sao considerados os mais
efetivos por apresentarem trés elementos indispensaveis para a regeneragéo

0ssea; osseoindugdo, osseoconducgao e a presencga de células osteogénicas.

As variaveis da incorporagdo sao: (a) proliferacdo de células
osteoprogenitoras (células mesenquimais), (b) diferenciagdo dessas células em
osteoblastos, (c) osteoindugdo, (d) osteocondugdo, (e) propriedades
biomecanicas do enxerto. A incorporagcdo também €& dependente do

metabolismo fisiologico do esqueleto e da idade do individuo. O processo de
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incorporagdo dos enxertos O0sseos foi muito bem descrito histologicamente e
representa uma sequéncia previsivel de eventos que refletem uma parceria

entre os fatores derivados do enxerto e do leito receptor.’

Enxertos 6sseos autdgenos corticais, apresentam esses trés elementos
de forma mais limitada, porém ainda é muito utilizado na reconstrugéo de grandes
defeitos. Os enxertos autdgenos estdo associados a algumas contra indicagdes e
complicacdes, que levam a necessidade de avaliar novas alternativas. Nenhum
material que substitui os enxertos autdégenos possui isoladamente os trés
elementos indispensaveis para a incorporagao. Os enxertos compostos sio
geralmente utilizados para somar as propriedades individuais de cada material e

com isso maximizar o potencial de reparagéo dssea.?

Desde que o uso de aspirado de medula 6ssea tem mostrado conter
células osteoprogenitoras, muitos estudos o tem utilizado, associado a outros

materiais no intuito de promover a osteogénese.’

A medula 6ssea pode estimular a formacao de osso. Mais ainda, sua
capacidade osteogénica pode ser transferida ndo somente aos enxertos livre de
medula e aos enxertos ésseos autdgenos, mas também aos varios tipos de
enxertos de bancos. Um enxerto composto de osso e medula é considerado mais

eficiente que um enxerto de um dos dois isoladamente.*

A medula 6ssea se localiza nos 0ssos esponjosos: esterno, 0ssos
iliacos e costelas. Em conjunto, forma um 6rgao de grande porte, maior que o

figado, com peso aproximado de 1.500g. No periodo pré-natal e ao nascer, ha
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medula 6ssea formadora de células sanguineas em quase todos os o0ssos. A
medula 6ssea tem uma estrutura anatdbmica muito especial que permite a
proliferacdo das células pluripotentes e, ao mesmo tempo a diferenciagao destas.
Uma célula mae unica, denominada célula pluripotente ou totipotente ou stem cell,
também denominada célula-tronco ou célula CD34, que pode ser estimulada a

diferenciagéo osteoblastica, encontra-se na medula 6ssea.’

A habilidade da medula o6ssea em formar osso, foi sugerida
inicialmente por Goujon, no inicio de 1869. Inumeros estudos em animais tém
mostrado que a medula 6ssea autdloga contém células precursoras osteogénicas
que contribuem na produgdo de osso. Muitos pesquisadores tém utilizado
clinicamente medula éssea autdloga para aumentar a resposta osteogénica nos
enxertos alégenos, na indugdo 6ssea ou como agente condutor 6sseo, como as

proteinas morfogénicas.®%

Com a possibilidade de estender a utilizagdo da medula 6ssea como
indutora de formagdo Ossea em areas severamente atrofiadas do complexo
maxilo mandibular, minimizando procedimentos extensos de reconstrucdo para
pacientes que necessitem receber implantes osseointegrados para sua
reabilitacdo protética, a utilizagdo das células-tronco na reabilitagdo de 6rgaos
comprometidos, vem aumentando o interesse cientifico em sua utilizaco.
Havendo necessidade de mais estudos in vivo para avaliar a resposta celular

desse material.
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Como o intuito desse estudo era avaliar a formagcao oéssea, isso
significa constatar a diferenciacado das células mesenquimais indifierenciadas em

osteoblastos.?®

Os osteoblastos, s&o células de origem mesenquimal, e para a
confirmacado de sua presenca, foi utilizado um fator de transcricdo especifico o
Cbfa1/Runx2, que € o mais precoce e especifico marcador de osteogénese e uma
proteina da matriz a osteocalcina. O Cbfa1 (core-binding factor a 1)/Runx2 (runt-
related transcription factor 2) € um gen que direciona o estroma de células
mesenquimais a se tornarem osteoblastos, é indispensavel na formacado éssea. E
um fator de transcricdo expresso muito cedo nas células mesenquimais

pluripotentes, antes de se expressar os fenotipos para osteoblastos.?”?°

O presente estudo tem por finalidade a analise das respostas teciduais
do tecido subcutédneo na presenca de transplante homdgeno de células de

medula éssea, por meio de estudo histoldgico e imunoistoquimico em ratos.




2. MATERIAIS E METODOS




Materiais e Métodos '°

Previamente a sua realizagdo, a metodologia empregada no projeto
foi aprovada pelo Comité de Etica na Experimentacédo Animal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus Aragatuba — UNESP. Neste trabalho foram utilizados 40 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar) machos com peso corporal variando entre 250 e
300 gramas e idade aproximada de 60 dias. Os animais foram obtidos e
mantidos junto ao biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP, e alimentados durante o periodo do experimento com ragao solida

triturada (Mogiana Alimentos S/A) e agua “ad libitum”.

A. Cirurgia Experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de oito horas e
pré-anestesiados, por via intramuscular com Cloridrato de Xilazina (Anasedan
AgriBrands Ltda, Paulinea, SP, Brasil.) em dosagem de 0,03ml para cada 100g
de peso corporal, para promover um relaxamento muscular. Na sequéncia foi
utilizado Cloridrato de Ketamina (Dopalen AgriBrands Ltda. , Paulinea, SP,
Brasil) em dosagem de 0,07ml para cada 100g de peso corporal, para a

obtencédo do efeito anestésico (Figuras 1 e 2).

Do total de 40 ratos, um grupo de 10 foi separado, para que fossem
utilizados como doadores na obtencdo do material medular e do osso cortical
triturado, colhido das tibias, denominado Grupo Doador (GD). Os animais desse

grupo submeteram-se a tricotomia e anti-sepsia do campo operatério (tibias
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direita e esquerda) com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
Riodeine Degermante®, IndUstria Quimica e Farmacéutica Rioquimica Ltda, Sao
José do Rio Preto, SP, Brasil), (Figura 3), e na sequéncia foi realizada a cirurgia

para a coleta do material a ser transplantado.

Os animais doadores receberam uma incisdo linear em ambas as
tibias e, apdés descolamento total do peridsteo as tibias, foram expostas e
retiradas na integra (Figura 4). As tibias receberam osteotomia longitudinal,
com bisturi nimero 3, montado com |dmina ndmero 15 (Feather® , Feather
Safety, Japao) para acesso da por¢gdo medular (Figuras 5 e 6). O material foi
colhido e separado em uma cuba cirurgica (Figuras 7 e 8). Apos a coleta do
material medular, todo o osso cortical foi triturado em fragmentos, utilizando-se
um triturador de osso (Figuras 12 e 13) e armazenado em uma segunda cuba
cirurgica. Uma parte do material colhido de medula éssea foi agregado a uma
parte do material cortical triturado (Figura 15) e acondicionado em uma terceira
cuba cirurgica. Como resultado do material coletado dos 10 animais doadores,

tivemos trés grupos de enxertos:

Grupo A - medula 6ssea

Grupo B - o0sso cortical triturado

Grupo C - osso cortical triturado associado com medula dssea

Apds esse procedimento, o grupo de animais doadores foi

imediatamente sacrificado, utilizando-se sobredose de agente anestésico.
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Os animais experimentais receberam o mesmo protocolo de anestesia
descrito anteriormente e foram divididos em trés grupos de 10 animais, de acordo

com o tipo de material a ser enxertado no tecido subcutaneo.
Grupo | - receptores de medula 6ssea homodgena
Grupo Il - receptores de osso cortical homogeno triturado

Grupo lll - receptores de medula 6ssea e osso cortical triturado

homdgenos

A técnica cirargica empregada em todos os animais dos trés grupos
foi a mesma. Os animais submeteram-se a tricotomia e anti-sepsia do campo
operatorio com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine
Degermante®, Industria Quimica e Farmacéutica Rioquimica Ltda., S0 José
do Rio Preto, SP, Brasil), receberam uma incisdo linear de cerca de 2 cm em
regido dorsal com bisturi nimero 3, montado com lamina nimero 15 (Feather®,
Feather Safety, Japan) . Apés um descolamento por divulsdo (Figura 9) o
material de enxerto destinado a cada grupo, foi levado em posi¢cdo. Grupo A
inserido em tecido subcutaneo dos animais do Grupo | (Figura 10); Grupo B
inserido em tecido subcutaneo dos animais do Grupoll (Figura 14) e Grupo C
em animais do Grupo Il (Figura 16). Ndo houve mistura de materiais de
enxerto entre os doadores, portanto, cada animal receptor recebeu enxerto de
apenas um animal doador. Foi realizada sutura com fio de nylon 5-0
(Mononylon®, Ethicon® Johnson & Johnson®, Sao José dos Campos/SP,

Brasil), com ponto unico para a demarcagao das areas enxertadas (Figura 11)
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e sutura da ferida cirurgica apds aproximagdo das bordas. Apos o
procedimento cirargico, todos os animais receberam dose unica de 20.000 U.I.
de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S.A. Industrias Farmacéuticas, Sao

Bernardo do Campo/SP, Brasil) via intramuscular.

B. Processamento Laboratorial

A analise histolégica foi realizada nos trés grupos experimentais deste

trabalho, nos periodos de 10 e 20 dias apds a cirurgia de transplante do material.

Os animais foram sacrificados por meio de sobredose de anestésico e
as pecas removidas foram fixadas em Formalina Tamponada a 10% (Reagentes
Analiticos®, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva/SP, Brasil). Apés o
periodo de fixagdo por 48 horas, as pegas foram lavadas em agua corrente por 24
horas, descalcificadas em EDTA a 20% (Reagentes Analiticos®, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva/SP, Brasil), e passaram pelas diversas etapas
laboratoriais de rotina para parafina, ou seja, desidratagdo, diafanizagdo e
inclusdo em parafina. Na sequéncia, foram obtidos cortes com 5um de espessura,
obtidos em micrétomo e montados em laminas. Realizou-se, entdo, a coloragao
dos cortes histolégicos pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE Merck & Co.,

Inc.), para posterior analise em microscépio optico.

Parte das laminas obtidas apdés o corte em micrétomo foi reservada
para realizacdo de reacdes imunoistoquimicas contra as proteinas Cbfa1/Runx2 e
osteocalcina. Apos o preparo do tecido, com a realizacdo dos bloqueios de
reacdes inespecificas, foram utilizados como anticorpos primarios o a-PEBP2aq,

anticorpo policlonal, produzido em cabras (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
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CA USA) e o a-Osteocalcin, anticorpo policlonal, também produzido em cabras
(Santa Cruz Biotechnology). Como anticorpo secundario, foi utilizado o anticorpo
biotinilado a cabra, produzido em coelhos (Pierce Biotechnology, Inc. Rockford IL,
USA). O sinal foi amplificado pelo kit Streptavidina-Biotina (Dako North American,
Inc. Carpinteria, CA USA) e o cromdgeno da reagéo foi a Diaminobenzidina (Dako
North American, Inc. Carpinteria, CA USA) .

Ao término das reacdes, as laminas receberam contra-coloragao pela

Hematoxilina de Harris (HE Merck & Co., Inc.) para analise ao microscépio 6ptico.

C. Injecao de Fluorocromos

Com o objetivo de se avaliar o processo de mineralizagdo pela
deposicao de calcio, dois animais do Grupo Il e dois animais do Grupo Il foram
submetidos a injegdes intramusculares dos fluorocromos. Ao décimo dia foi
injetada nos quatro animais, via intramuscular, a calceina (Calcein®, Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) e, aos 20 dias a alizarina (Alizarin Red S,

Sigma Chemical St. Louis, MO, USA).

Decorridos 25 dias da cirurgia experimental, quinto dia da injecdo de
alizarina, e décimo quinto dia da injegdo de calceina, os quatro animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico. Apos a remogao das pecas, essas
foram fixadas em Formalina Tamponada a 10% (Reagentes Analiticos®, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva/SP, Brasil) e, apds 48 horas de fixagao, foram

lavadas em agua corrente por 24 horas.
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O processamento das pecas obtidas consistiu na desidratacido por
sequéncia crescente de alcoois, imersdao em acetona e dois banhos de metil
metacrilato. A inclusdo das pecas foi realizada em tubos de ensaio utilizando o
metil metacrilato (Classico®, Artigos Odontoldgicos Classico, S3o Paulo/SP,
Brasil) com a adi¢do de um catalisador perdxido de benzoila a 1% (Riedel® - De
Haén AG, Seelze — Hannover, Germany), possibilitando o corte da pega e o seu
desgaste manual em lixas até a obtengdo de cortes na espessura de 100um, que
foram montados em laminas (Leica® DMLB, Heerbrugg, Switzerland) para
posterior analise em microscopio de epifluorescéncia utilizando filtros especificos

para o comprimento de onda de cada fluorocromo.

Para o fluorocromo Calceina, utilizou-se Filter Cube 1.3, Excitacéo
Azul, Filtro de excitagdo (Band Pass Filter) BP 495 green, Espelho Dicromatico
510 e Filtro de Supresséo (Long Pass Filter) LP 520 green. Para o fluorocromo
Alizarina, utilizou-se Filter Cube N2.1, Excitagdo Verde, Filtro de excitagdo (Band
Pass Filter) BP 539-574 red, Espelho Dicromatico 580, Filtro de Supressao

(Long Pass Filter) LP 602 red.

Para a aquisicdo de imagens utilizou-se uma camara digital (Leica®
DC300 microsystem Itd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscoépio
de fluorescéncia e conectada ao computador pelo programa Leica® DC300
onboard. Para a padronizagdo das imagens capturou-se as imagens com

aumentos de 63x e 160x.
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Resultados %

Analise Histologica

10 dias

Grupo | — Medula

Aos 10 dias o tecido medular transplantado no espago subcutaneo
apresenta-se bem preservado. Sao observadas células com aspecto de linfocitos,
caracteristicas do tecido medular que se encontra bastante vascularizado,

possibilitando a sua nutricdo e consequentemente a boa preservagao observada.

Ao redor do tecido medular, o tecido conjuntivo subcutaneo apresenta

poucas células inflamatérias (Figura 17).

Grupo Il - Osso Triturado

Aos 10 dias, o osso triturado apresenta-se preservado no tecido
subcutaneo. Nas particulas do tecido 6sseo sdo observados ostedcitos, presentes
no interior de suas lacunas e o tecido conjuntivo subcutaneo apresenta-se em

intimo contato com o material transplantado.

Algumas areas ao redor das particulas de tecido dsseo apresentam-se
irregulares, caracterizando areas de reabsorgdo O0ssea. Em alguns espécimes,

sdo observados osteoclastos em atividade.

Diferente do grupo medula, quase nao sao observados vasos

sanguineos proximos as particulas de tecido 6sseo implantadas (Figura 18).
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Grupo lll - Osso triturado + medula

S&o observados alguns fragmentos de tecido désseo no espago
subcutaneo, com a presenca de ostedcitos em suas lacunas. Entretanto, um
aspecto observado em todos os espécimes analisados, € a presenga do tecido
0sseo em atividade metabdlica, uma vez que em varias areas do tecido conjuntivo
subcuténeo, sdo observadas varias trabéculas Osseas delgadas, com grande
quantidade de tecido conjuntivo ao seu redor. O tecido 6sseo na forma de
trabéculas Osseas apresenta-se totalmente incorporado ao tecido conjuntivo

subcutaneo (Figura 19).

20 dias

Grupo | - Medula

No periodo de 20 dias, sdo observadas células com aspecto de
linfécitos, caracteristicos da medula o6ssea implantada. O tecido conjuntivo
subcutaneo apresenta-se em intimo contato com o tecido medular. Nos
espécimes analisados, foi observada a presenca de uma matriz calcificada no
interior do tecido medular transplantado. Esta matriz calcificada apresenta-se com
morfologia semelhante ao tecido 6sseo e apresenta-se envolta por células

semelhantes a osteoblastos em atividade de sintese de matriz 6ssea (Figura 20).
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Grupo Il - Osso triturado

As particulas de osso triturado apresentam-se com bordas irregulares,
caracterizando areas de reabsorcao 6ssea, observadas em maior intensidade do
que no periodo anterior. Em alguns espécimes, sdo observados osteoclastos em
atividade. O tecido conjuntivo subcutdneo apresenta-se em contato com as

particulas de osso triturado implantadas (Figura 21).

Grupo lll - Osso triturado + medula

Neste periodo, ndo sao observados remanescentes das particulas
de tecido 6sseo como no periodo anterior. Em varias areas sao observadas
formagdes cartilaginosas, caracteristicas do processo de ossificagédo
endocondral. Em varias areas do tecido conjuntivo subcutaneo €& observado
tecido cartilaginoso em atividade metabdlica, e em alguns pontos € observado
tecido 6sseo neoformado, em decorréncia do processo de ossificagdo. Vale
destacar que o osso triturado foi obtido da tibia dos ratos doadores e, portanto,
caracteriza-se pela formacéo a partir do processo de ossificacdo endocondral.
Como no periodo anterior, o tecido calcificado observado, seja cartilagem ou
osso neoformado, apresenta-se totalmente incorporado ao tecido conjuntivo

subcutaneo (Figuras 22 e 23).
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Analise Imunoistoquimica

Foram realizadas reacdes imunoistoquimicas para determinar a
presenca do fator de transcricdo Cbfa1/Runx2 e da proteina osteocalcina no
tecido 6sseo em atividade quando foi realizado o enxerto do osso triturado

associado a medula 6ssea.

A analise da imunomarcacao para Cbfa1/Runx2 mostrou a presenca do
fator de transcrigdo no tecido conjuntivo localizado ao redor das trabéculas ésseas,
observadas aos 10 dias. Vale destacar que esse fator de transcricao identifica pré
osteoblastos e, portanto, consiste num marcador de extrema importancia para

caracterizar o processo de diferenciagéo osteoblastica (Figura 24).

A analise da imunomarcacao contra osteocalcina mostrou a presenca
desta proteina nas trabéculas 6sseas no periodo de 10 dias, num padrdo de
marcagado diferente do observado contra Cbfa1/Runx2. Vale destacar que a
osteocalcina sinaliza a presenca de osteoblastos maduros, bem como ostedcitos
e, portanto, se expressa no tecido apdés a ocorréncia do processo de

mineralizagao (Figura 25).

Com o objetivo de caracterizar o tecido medular implantado no tecido
conjuntivo subcutaneo, foi observada imunomarcagdo positiva contra
Cbfa1/Runx2, mostrando que no “pool” de células coletadas da medula dssea,
ha presenca de células que apresentam o fator de transcrigdo que sinaliza
positivamente para a diferenciagdo osteoblastica (Figura 26). Entretanto,
quando foram realizadas reagdes imunoistoquimicas com o objetivo de
identificar a presenca da proteina osteocalcina, ndo foram observadas células

marcadas positivamente.
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Analise por Fluorocromos

Essa metodologia envolve o processamento em tecidos calcificados,
possibilitando a analise do processo de deposi¢ao de calcio ao redor do material

implantado no tecido subcutaneo.

A analise do tecido calcificado ao microscopio de epifluorescéncia com
os filtros especificos para cada fluorocromo, possibilitou a visualizacdo do calcio
precipitado individualmente nos periodos experimentais deste trabalho. Vale
destacar que os fluorocromos apresentam coloracbdes diferentes; no caso, a

calceina verde aos 10 dias e a alizarina vermelha aos 20 dias.

Os resultados mostram que tanto o enxerto de osso triturado (animais
do Grupo Il), bem como o enxerto composto de osso triturado e medula 6ssea
(animais do Grupo lll), no tecido subcutaneo permitiu que houvesse precipitagcao
de minerais ao redor das particulas 6sseas. Como € possivel ser visualizado por
meio das faixas verdes, representando o periodo de 10 dias (Figuras 27-30) e

faixas vermelhas, representando o periodo de 20 dias (Figuras 28-31).

A sobreposigado das imagens permite a visualizagdo da quantidade total
de calcio precipitada sobre as particulas de osso, mostrando que estas atuaram
como um “arcaboucgo” permitindo que o processo de mineralizagdo ocorresse

numa area ectopica, no caso o tecido conjuntivo subcuténeo (Figuras 29-32).
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Neste estudo, foram utilizadas trés metodologias para a analise da

resposta medular quando transplantada em tecido subcutaneo.

Com a analise histoldgica, verificou-se que o enxerto de medula éssea
isoladamente foi incorporado ao tecido subcutaneo, sendo que no periodo de 20
dias sdo observadas algumas estruturas semelhantes a tecido 6Osseo, pois

apresentam-se morfologicamente, como tecido calcificado.

Considerando-se que as células progenitoras para osteoblasto sao
encontradas em muitos tecidos como; peridsteo e tecido conectivo peri trabecular,
no entanto, a maior e mais abundante fonte € a medula éssea. Como ja foi
comprovado que a medula 6ssea sozinha ou em combinagdo com outros
materiais € um enxerto 0sseo efetivo, podemos acreditar que o achado confere

com varios estudos em animais de pequeno e médio porte.*

Constatamos que o enxerto de osso triturado foi incorporado ao tecido
subcutaneo, apresentando um processo de reabsorcéao visivel aos 10 dias e numa

etapa mais evoluida aos 20 dias.

Os enxertos 0Osseos corticais garantem uma estrutura de suporte
imediato ao enxerto, eles se tornam mais fracos, comparados com o0s

' Por volta do décimo dia apds o transplante, os enxertos

vascularizados.?
corticais apresentam uma quantidade consideravel de células gigantes e
osteoclastos. Isso ocorre apds a diminuicido das caracteristicas inflamatorias
iniciais dando inicio a atividade osteoclastica. Essa atividade é ainda mais

marcante por volta do vigésimo dia.’
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Os osteoclastos sao células multinucleadas que frequentemente estao
instalados em lacuna de reabsorcao da superficie dssea. Esta célula, por meio da
liberagdo de enzimas lisossomiais e substancias acidas (ex. acido lactico),
promove a queda do potencial hidrogeniénico (pH). Com a baixa do pH os cristais
de hidroxiapatita 6ssea séo dissolvidos e o remanescente organico eliminado por
acao fagocistica do osteoclasto. O bindmio neoformacgao ésseal/reabsor¢ao é
controlado pela relacdo osteoblasto/osteoclasto. O componente mineral dos
tecidos duros consiste de depdsitos de calcio e fosfato na forma de hidroxiapatita

de calcio e trifosfato de calcio amorfo.>?

A avaliagdo do enxerto de osso triturado, associado a medula 6ssea,
mostra que houve uma aceleracdo no processo de incorporacdo do 0SSO
particulado ao tecido subcutdneo, mostrando a presenca de trabéculas dsseas
delgadas com osteoblastos em atividade ao seu redor e no periodo de 20 dias é
possivel visualizar areas caracteristicas de processos de ossificagao endocondral,

com areas de tecido cartilaginoso em atividade.

Inumeros estudos de transplante de medula 6ssea em animais de
pequeno porte e estudos de medula dssea aspirada em cachorros mostraram que
a medula é um enxerto 6sseo eficaz e que por si s6 ou associada a outros

materiais pode formar osso.33-®

O osso cortical apresenta resisténcia inicial superior ao esponjoso,
porém a longo prazo, essa resisténcia se equipara e apesar da grande resisténcia
inicial, tem baixa atividade osteocondutora e osteoindutora.®” A medula 6ssea
com suas propriedades osteogénica e osteoindutora, promovem a aceleragéo no

processo de incorporacao do transplante de osso cortical triturado.
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Na analise imunoistoquimica, as imunomarcagdes contra Cbfa1/Runx2 e
osteocalcina mostram que no grupo de osso triturado e medula, ha presenca de
pré-osteoblastos no tecido conjuntivo ao redor das trabéculas 6sseas delgadas. A
osteocalcina apresenta marcagdes positivas nas trabéculas désseas e também nos

ostedcitos aprisionados no interior das trabéculas 6sseas.

O Cbfa1/Runx2 é um fator de transcricido essencial para a
diferenciagdo de osteoblastos. *® Houve marcagao positiva para o Cbfa1/Runx2 no
grupo onde houve a mistura de medula associada ao enxerto triturado. Ja a

osteocalcina consegue confirmar a presenga de células osteoblasticas.

Foi observada imunomarcagao positiva contra Cbfa1/Runx2 no tecido

medular transplantado isoladamente no tecido conjuntivo subcutaneo.

Com a analise por injecao de fluorocromos nos periodos de 10 e 20
dias mostrou que, tanto no grupo osso triturado, quanto no grupo osso triturado
+ medula, houve a precipitacdo de calcio ao redor das particulas de osso.
Portanto, em ambos os casos observou-se que o material enxertado atuou
como arcabouco permitindo a deposicdo de calcio ao redor das particulas

Osseas implantadas no tecido subcutaneo.

Essa técnica foi realizada para visualizar a precipitacdo de calcio
quando colocou-se somente 0 0sso € 0sso + medula. A precipitacdo ocorreu ao
redor do osso triturado implantado e as cores diferentes refletem o periodo em

que houve a precipitagao.
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Dentro dos limites experimentais estabelecidos pela metodologia
desse estudo, os resultados sugerem que a presenca da medula éssea junto
ao osso cortical, quando transplantada em seres de mesma espécie, em tecido

subcutaneo, favoreceu a osteogénese pelo processo de osteoindugéo.
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Anexo B - llustragdes do procedimento cirurgico

Figura 2 — Anestesia por via intramuscular.
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Figura 3 — Aposi¢cao do campo estéril

Figura 4 — Movimento de deslocamento para remog¢ao da tibia
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Figura 5 — Incis&o sobre a tibia

Figura 6 — Exposicdo da medula 6ssea.
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Figura 8 — Medula dssea.
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Figura 9 — Divulsao do tecido subcutdaneo com pinga hemostatica.

Figura 10 — Grupo |, colocagéo do tecido medular no regido subcutanea.
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Figura 11 — Sutura com Nylon 5.0, para localizagao da area receptora com o
tecido medular.

Figura 12 — Triturador 6sseo usado para triturar o osso cortical, utilizado nos
Grupos Il e lll.
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Figura 13 — Osso cortical triturado.

Figura 14 — Osso cortical triturado sendo colocado no tecido subcutaneo,
grupo Il.
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Figura 15 — Aglutinacdo do osso cortical triturado e da medula 6ssea.

Figura 16 — Colocacao da mistura éssea no subcutaneo dos ratos do grupo lll.
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Anexo C - llustragdes da Analise Histologica

Figura 17 - Medula 10 dias (160X).

Figura 18 — Osso 10 dias (160 X).
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Figura 20 — Medula 20 dias (160X).
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Figura 21 — Osso 20 dias (160X).
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Figura 22 — Osso e Medula 20 dias (160X).
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Figura 23 — Osso e Medula 20 dias (160X).
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Anexo D - llustragdes da Analise Imunoistoquimica

Figura 25 — Osso e Medula 10 dias Osteocalcina (160X).
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Anexos

Figura 26 — Medula 20 dias Cbfa1 (160X).
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Anexo E - llustragées da Analise por Fluorocromos

Figura 27 — R1 — Grupo Il Alizarina (25X)

Figura 28 — R1- Grupo Il Calceina (25X).
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Figura 29 — R1 — Grupo Il Sobreposigéo (25X).

Figura 30 — R2— Grupo Il Alizarina (25X).
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Figura 31 — R2—- Grupo Il Calceina (25X).
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Figura 32 — R2- Grupo Il Sobreposi¢éo (25X).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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