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Resuma

CLAUDIO-COUTINHO, CC. Expressio das proteinas osteoprotegerina, RANK e
RANKL durante o processo de reparo aveolar em ratos. Estudo
imunoistoquimico, [dissertacdo]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista;
2005.

Na dindmica da reparacdo Ossea o0s fendmenos de reabsorcdo e
neoformacdo sdo dependentes e acoplados. Proteinas efetivamente envolvidas na
diferenciacéo celular determinam ativagao ou inibigdo das atividades que regulam
0 ganho ou perda de massa Ossea. Dentre as proteinas 6sseas identificadas e
envolvidas na dindmica 6ssea podemos destacar a OPG, a RANK e RANKL
como marcadores de atividades celulares. O presente trabalho tem como objetivo
identificar, nos diferentes periodos da cronologia do processo de reparo alveolar
através de técnica imunoistoquimica, a presenca das proteinas OPG, RANK e
RANKL. Para tanto foram utilizados 60 ratos machos submetidos a exodontia do
incisivo superior direito e perfundidos aos 14, 21 e 28 dias pds-operatérios. As
hemi-maxilas contendo o avéolo dental em reparacdo foram removidas, pos-
fixadas, descalcificadas em EDTA, crioprotegidas e obtidos cortes longitudinais
com 14um em criostato. Os cortes foram submetidos a reagdo imunoistoquimica
mediante a utilizac&o de anticorpos primérios para OPG, RANK e RANKL, como
amplificador foi utilizado o sistema avidina-biotina e a diaminobenzidina (DAB)
como cromdégeno. Os resultados mostram que qualitativamente ocorre um balanco
na expressao das proteinas que caracterizam reabsorcdo e neoformacao 0ssea Nnos
diferentes periodos estudados, onde aos 14 e 21 dias ocorre maior expressao de
RANK. Com relacdo as proteinas OPG e RANKL, observase que €elas
apresentam-se expressas nas células da linhagem osteoblastica de forma similar,
sendo que 28 dias € o periodo de maior expressdo destas proteinas.

Palavras-chave: osteoprotegerina, RANK, RANKL, cicatrizacéo de feridas.



Albstract

CLAUDIO-COUTINHO, CC. Expression of OPG, RANK and RANKL
proteins during the aveolar bone healing in rats. A immunohistochemistry
study. [dissertagéo] Aragatuba: Universidade Estadual Paulista; 2005.

In the bone healing dynamics, the resorption and neoformation processes
are dependent. Proteins involved in the cellular differentiation determinate the
activation or inhibition of the activities that regulate the gain or loss of bone mass.
From all of the identified bone proteins, it may be distinguished the OPG, RANK
and RANKL. The present study has the aim to identify, in the different periods of
alveolar bone healing chronology, the expression of OPG, RANK and RANKL
proteins using the immunohistochemistry methodology. To perform this study, 60
male rats had the right upper incisive extracted and they were perfused at 14, 21
and 28 pos-operative days. The hemimaxilla with the rat extraction socket was
removed, pos fixed and decalcified in EDTA. Then, they were cryoprotected and
longitudinal slices with 14 um thickness were obtained in cryostat. The slices
were submitted to immunohistochemistry reaction and the primary antibodies
used were against OPG, RANK and RANKL proteins. It was used the avidin-
biotin system to amplify the sign and diaminobenzidine was the cromogen. The
results show that there is a balance in the expression of the proteins, showing that
there is an increase in the expresson of RANK at 14 and 21 pos-operative
periods. In relation to OPG and RANKL, these proteins presents a similar
expression in all of the pos-extraction periods analysed in this study and at 28

days after the extraction there is the greater expression of both proteins.

Key-words: osteoprotegerin, RANK, RANKL, wound healing.



I Dntwoducdo

@eﬂudo do processo de reparo em feridas de extragdo dental foi
iniciado por Euler' ao relatar alteracdes que ocorrem durante este processo
em alvéolo de cdes. Sucessivos trabalhos deram continuidade as pesquisas
sobre o processo de reparo aveolar”™, definindo cronologicamente as
reacOes teciduai s desencadeadas no interior do alveolo.

De acordo com Simpson®, apés a extracdo dental, a reparacdo

normal do alvéolo prossegue passando basicamente por quatro estagios:

1- Preenchimento total do alvéolo por coagul o sanguineo;

2- Proliferacdo celular (fibroblastos, células endoteliais e
inflamatdrias) para o interior do coagulo sanglineo formando
tecido de granulacéo;

3- Gradua reposicéo do tecido de granulacdo por trabéculas dsseas
€

4- Maturagdo e remodelacdo do 0sso neoformado no interior do

avéolo.



No entanto, a reparacdo alveolar é considerada completa, quando o
alvéolo se encontra totalmente preenchido por tecido 0sseo neoformado e a
crista aveolar remodelada. Esta reparagdo ocorreria normalmente no rato
em torno de 28 dias pés-exoddnticos™, no cdo aos 56 dias™ e aos 64 dias no
homem®>*°. Diferentes métodos tém contribuido para o estudo do processo
de reparo aveolar, como a fluorescéncia microscopica’, marcacdo
radioativa, auto-radiografias™’ e histoquimica™.

Estudos direcionados a identificacdo de fatores de crescimento e de
proteinas efetivamente envolvidas no processo de reparacdo 6ssea e na
regulacéo da atividade osteobl astica/osteocl astica estéo sendo possibilitados
com 0 surgimento de técnicas como a imunoistoquimica, hibridizacgo in
situ, PCR, etc.

Sabe-se hoje que proteinas, hormoénios, fatores de crescimento,
citocinas, peptideos e outros reguladores atuam diretamente em células que
desencadeiam o0s processos de neoformagdo, reabsor¢do e mineralizagdo
Ossea. Estes mesmos reguladores fazem manutencdo do tecido Gsseo,
participando do constante processo de remodelacéo no 0sso e portanto da
manutencdo da homeostasia mineral.

Dentre as proteinas 0sseas envolvidas na dindmica 6ssea podemos

destacar a Osteoprotegerina (OPG), a RANKL e RANK como marcadores



de atividades celulares.

A expressdo destas proteinas vem sendo analisada em bidpsias de
tecido Osseo de pacientes portadores de enfermidades como mieloma
maltiplo”’, artrite reumat6ide™, desordens osteoclasticas™ e principalmente
no diagndstico de osteoporose™.

Estas proteinas tém sido estudadas principalmente com a finalidade
de se andlisar a dindmica da neoformagao/reabsor¢éo que ocorre dentro da
homeostasia 6ssea. Estudos mostram que camundongos com deficiéncia na
expressdo da OPG apresentam osteoporose™. A expressio das proteinas
OPG, RANK e RANKL também tem sido detectadas em céulas do
ligamento periodontal, sugerindo suas participagdes como moduladores dos
processos de reabsorcao que ocorrem no periodonto de inser¢&o®.

Visto as peculiaridades e particularidades ocorridas durante o
processo de reparo alveolar, em funcéo das condigdes em que esse processo
ocorre, frente a necessidade de um melhor entendimento da biologia 0ssea e
dos eventos que determinam atividades cel ulares que geram os processos de
reabsorcdo e neoformacéo 0ssea, a evidenciacdo da expressdo das proteinas
osteoprotegering, RANK e RANKL trara novas informagdes a respeito da
dindmica do tecido 0sseo e da manutencéo da homeostasia mineral durante

0 processo de reparo alveolar.



2- Expressdo das proteinas Osteoprotegerina, RANK e RANKL
durante o processo de reparo alveolar em ratos. Estudo

Imunoistoquimico.

1- Introducao

O 0sso € um tecido dinamico que sofre constante remodelacéo. Esse
processo fisioldgico acontece as custas de um balanco exercido entre
células com atividade osteobléstica e osteoclastica’. Proteinas, horménios,
fatores de crescimento e citocinas, estdo ativamente envolvidos nesse
processo e exercem atividade direta sobre estes tipos celulares, atuando em
sua diferenciago e ativacao metabolica’.

A reparacdo aveolar é um processo gerado a partir de células
presentes nos remanescentes de ligamento periodontal, aderido as paredes
alveolares apds a extracso dental®. O alvéolo dental em reparacdo apresenta
ata atividade celular, na tentativa de que a homeostasia local seja restituida
t&0 logo quanto possivel**,

A presenca das proteinas 0sseas Osteoprotegering, RANK e RANKL

esta efetivamente envolvida na diferenciacdo celular e ativacdo de



processos metabdlicos, que regulam as atividades celulares responsaveis
pelo ganho ou perda de massa 6ssea®>®.

Na membrana de células da linhagem de osteoclastos e em células
dendriticas esta4 presente a RANK’, uma proteina receptora responsavel
pelo controle da osteoclastogénese® e metabolismo do cécio. O ligante da
RANK (RANKL) é uma proteina produzida pelos osteoblastos, células do
estroma ésseo e pelos linfocitos T ativados, e pode promover a reabsorcéo
Ossea a0 ligar-se a superficie de pré-osteoclastos, estimulando sua
diferenciagdo e ativagdo em osteoclastos. A osteoprotegerina”®, uma
proteina também produzida por osteoblastos e células do estroma 0sseo, é
capaz de se ligar a RANKL impedindo sua ligacdo a RANK. Essa proteina,
ao se ligar a RANKL inibe a maturagéo dos osteoclastos, contendo assim a
osteocl astogénese’.

Visto que o metabolismo ésseo, em condicdes fisioldgicas, apresenta
um equilibrio entre a capacidade de induzir neoformacdo e reabsorcéo
0ssea, sem gue O processo de reparacdo Ossea sgja prejudicado € de
interesse cientifico um melhor entendimento da expresséo destas proteinas

durante a cicatrizacéo de feridas de extracéo dental.

2- Proposicéo

E objetivo deste estudo, avaliar a expressio das proteinas



Osteoprotegerina, RANK e RANKL durante o processo de reparo alveolar
apos a extracdo de incisivo superior de ratos, utilizando como ferramenta

metodol 6gica a técnica imunoistoquimica.

3- Material e método

Para arealizacdo do presente estudo foram utilizados 60 ratos (rattus
norvegicus albinus, Wistar) machos, adultos, com peso variando entre 220-
250 gramas. Estes animais, antes e durante o periodo experimental,
adequaram-se as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (FOA-UNESP - protocolo n°38/04).

Apoés inducdo da anestesia geral por infiltracdo intramuscular de
Coopazine (Xilazina — Coopers Brasil Ltda) e Vetaset (Cloridrato de
guetaminainjetavel - Fort Dodge Salide Animal Ltda) na dosagem indicada
conforme fabricante e anti-sepsia do campo operatdério com
polivinilpirrolidona iodada (Riodeine — Industria Quimica e Farmacéutica
Rioquimica Ltda), foi realizada a extracdo do incisivo superior direito de
todos os animais, com instrumental especialmente adaptado para este fim.
Os alvéol os foram suturados com fio de poliglactina 910 (Vicryl 4-0)™.

Seguidos os periodos experimentais de 14, 21 e 28 dias pos
operatorios, os animais foram perfundidos, inicialmente com solucéo salina

tamponada e posteriormente com formaldeido 4% (Acros Organics),



utilizando bomba perfusora Masterflex® LS (Cole-Parmer Instrument
Company). Ao término da perfusdo, a maxila direita foi separada da
esguerda realizando uma incisdo ao nivel do plano sagital mediano,
acompanhando a sutura intermaxilar. Um outro corte, com tesoura reta,
tangenciando a face distal do Ultimo molar possibilitou a obtencdo da peca.
Os espécimes assim obtidos foram mantidos em solucdo fixadora
(formaldeido 4%) por 6 horas a temperatura de 4°C, lavadas em solucéo
tampéo (PBS) e imersas em solucéo descalcificadora. O descalcificador de
escolha foi 0 EDTA, na concentracdo de 5%, pH 7,0, dissolvido em &gua
MiliQ, por um periodo de 42 dias. Uma vez descalcificadas, as pegas foram
novamente lavadas, por 24 horas, e entdo crioprotegidas utilizando sacarose
30% (Merck). As pecgas foram fixadas em um suporte metalico utilizando
Tissue Tek® O.C.T. Compound (Sakura), possibilitando a obtencdo de
cortes longitudinais com 14 um de espessura em criostato, montados em
l&minas previamente gelatinizadas.

Foi realizada ainibicéo da peroxidase enddégena com &gua oxigenada
30% e o blogueio das reacdes inespecificas foi feito com soro normal de
burro 5%.

Como anticorpos primarios foram utilizados a Osteoprotegerina -
OPG (Rabbit anti-opg - Santa Cruz Biotechnology — SC11383), a RANKL
(Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology — SC7627) e a RANK (Rabbit

anti-rank - Santa Cruz Biotechnology — SC9072). Os anticorpos



secundérios foram anti-coelho biotinilado produzido em burro (Biotin-SP-
AffiniPure donkey anti-rabbit IgG - Jackson Immunoresearch Laboratories
— 711.065.152) e anti-cabra biotinilado produzido em burro (Biotin-SP-
AffiniPure donkey anti-goat 1gG - Jackson Immunoresearch Laboratories —
705.065.147).

O sina da reacdo imunoistoquimica foi amplificado com o sistema
avidina-biotina (Kit ABC- Vectastain Elite ABC — Peroxidase Standard,
reagent A and B only — PK6100 — Vector Laboratories) e a reacdo foi
revelada utilizando a diaminobenzidina (DAB- Sigma) como cromogeno.
Foram redizados controles imunoistoguimicos, para avaiacdo da
efetividade e especificidade das reagbes. A coloracdo em hematoxilina e
eosina também foi realizada como uma referéncia para a citoarquitetura dos
cortes andlisados. As andlises foram realizadas qualitativamente em

microscopico de luz.

4- Resultado

Foram realizadas reagbes imunoistoquimicas utilizando anticorpos
contra as proteinas Osteoprotegering, RANK e RANKL, analisadas durante
0 processo de reparo alveolar aos 14, 21 e 28 dias apbs exodontia. As
analises foram realizadas no terco médio do alveéolo, por ser aregido onde o

processo de reparo ocorre de maneiramais uniforme®.



Ao analisarmos as marcagOes contra a proteina RANK (figs. 1-6), os
resultados mostram a imunomarcagdo de células com morfologia
semelhante a osteoblastos, que se encontram localizadas na interface do
tecido Gsseo, proximo ao ostedide (fig. 4). Através de andlise qualitativa,
podemos sugerir que ocorre maior imunomarcacdo do anticorpo contra
RANK, nos periodos de 14 e 21 dias pos-exodonticos.

Observamos também, a imunomarcagdo para 0 anticorpo contra
RANK nas células de revestimento do tecido 0sseo (fig. 2). Estas células
marcadas positivamente, apresentam morfologia semelhante a osteoblastos,
gue pela auséncia de atividade metabdlica, adquirem forma alongada e
desempenham papel de revestimento do tecido 6sseo.

Nas reagbes imunoistoquimicas realizadas para a identificagédo da
proteina Osteoprotegerina (figs. 7-12), notamos marcacdes especificas para
osteoblastos, localizados na periferia das trabéculas ésseas neoformadas e
também em céulas de revestimento (fig. 10). Os ostedcitos, localizados no
interior do trabeculado Osseo, também foram evidenciados (fig. 12). As
imunomarcagdes foram analisadas em todos os periodos estudados e através
de andlise qualitativa, sugere-se maior expressao dessa proteina aos 28 dias

pOs-operatorios.

Nas reacOes redlizadas para a evidenciacdo da proteina RANKL
(figs. 13-18), observamos marcacOes especificas de células com

citoarquitetura semelhante a linhagem de osteoblastos. Tanto osteoblastos



(fig. 14), quanto células de revestimento (fig. 16) e ostedcitos (fig. 18) sdo
marcados positivamente nas reagfes redlizadas. Através de andlise
qualitativa é possivel observar que ocorre um aumento na expressdo da
RANKL nas células da linhagem osteoblastica, no decorrer do processo de
reparo alveolar, sendo que o periodo de maior expressao desta proteina é
aos 28 dias pos exodontia.

Reacgbes de controle no processamento imunoistoquimico sdo
realizadas com rotina, comprovando a auséncia de marcagdes inespecificas.

Nos controles negativos observamos um corte isento de marcacoes, o
que comprova a especificidade das reagbes (fig. 19). Nos controles
positivos, realizados em cortes transversais, avaliou-se a cavidade nasal,
onde foram identificadas imunomarcagdes em células com morfologia
semel hante a macrofagos (fig. 20).

Foram realizados controles histol6gicos, corados pela hematoxilina e
eosina — HE, para comparagdo da citoarquitetura das células Osseas e
avaliacdo das condicdes fisiol0gicas da reparacéo (figs. 21-24).

Em fungdo das marcacbes da proteina RANK, em céulas
semelhantes a osteoblastos, foi readlizada uma contra-coloragdo com
Hematoxilina e Eosina apos reagéo imunoistoquimica (figs. 21-22). Desta
forma, a contra-coloragéo realizada serviu para observarmos que essas
células marcadas positivamente contra a proteina RANK, apresentam

localizagdo e morfologia compativel a linhagem de células osteoblasticas



(figs. 21 e 22). Foram redlizados também, reacbes imunoistoquimica em
cabegas de fetos de ratos com aproximadamente 21 dias de gestacéo, onde

estes, apresentam apenas osteoblastos e 0sso primério (figs. 23 e 24).

Prancha ilustrativa histol0gico — Expressdo da proteina RANK.



Prancha ilustrativa histol6gico — Expressdo da proteina Osteoprotegerina.



Prancha ilustrativa histol 6gico — Expressdo da proteina RANKL.



Pranchailustrativa - Controles positivo e negativo



5- Discussao

Nossos resultados revelam a expressdo de Osteoprotegerina, RANK
e RANKL em células da linhagem osteobl astica nos periodos de 14, 21 e 28
dias pos-exodénticos, durante o processo de reparo alveolar em ratos.

Muitos estudos avaliam a expressdo das proteinas OPG, RANK e
RANKL, principalmente nos casos de desordens Osseas, como 0 mieloma
mltiplo, artrite reumatéide, desordens osteocl asticas e osteoporose™ 4.

Os estudos que descrevem a expressdo da proteina RANK citam

marcacdes especificas dessa proteina em pré-osteoclastos e fibroblastos™.



Em nossos experimentos, observamos que ha marcagdes em células com
morfol ogia semel hante a osteoblastos, |ocalizadas na periferia do ostedide.

Dois aspectos precisam ser considerados diante dessas evidéncias. O
primeiro deles, € a marcacdo bastante expressiva destas células,
semelhantes a osteoblastos, 0 que é reforcado nos cortes corados pela HE,
onde ao observarmos a citoarquitetura do tecido, podemos caracterizar a
semelhanca quanto a morfologia celular, das células analisadas. Com o
intuito de se confirmar a imunomarcacdo da proteina RANK em
osteobl astos, foram realizados 0s experimentos em que se associou a reacdo
imunoistoquimica para RANK e a coloragdo por hematoxilina e eosina.
Estes experimentos mostraram que os osteobl astos localizados ao redor das
trabéculas Osseas neoformadas, apresentavam-se imunoreativos para a
RANK. Ainda com o objetivo de confirmar a imunomarcacéo da proteina
RANK em osteoblastos, foram realizados experimentos em fetos de ratos
com aproximadamente 21 dias de gestacdo, nos quais encontram-se
presentes apenas osteoblastos e 0sso primario. Os experimentos realizados
mostraram imunomarcagdo positiva da RANK nos osteoblastos do 0sso
primario dos fetos.

Os experimentos de controle positivo, em que pudemos observar
imunomarcacdo para os macréfagos da cavidade nasal, mostram que o
anticorpo que utilizamos apresenta especificidade para a imunomarcagéo

das células da linhagem de macrofagos. Além disso, ha evidéncias de que a



proteina RANK, também se expresse em fibroblastos. Experimentos
realizados em nosso laboratério mostram que o anticorpo utilizado contra
RANK promoveu imunomarcacdo de células semelhantes a fibroblastos do
ligamento periodontal. Portanto, a hipotese da ndo especificidade do
anticorpo foi levantada, mas rapidamente descartada, uma vez que as
reacOes realizadas mostram que o anticorpo utilizado promove marcactes
de acordo com informaces descritas na literatura'® 8. Um outro aspecto a
ser considerado, € a alteragdo do metabolismo celular, que pode ocorrer
durante o processo de reparo alveolar. Devemos considerar gue 0 0Sso, em
condicBes fisiologicas, apresenta uma dindmica resultante do equilibrio
entre a atividade osteobléstica e osteoclastica. Assim, de acordo com a
literatura, OPG, RANK e RANKL, encontram-se em equil ibrio dinamico®?,
guando o tecido 0sseo encontra-se em estado fisiol 6gico.

A manobra de exodontia interfere na dindmica do tecido 0sseo e a
partir dai, o organismo cria condi¢des para gue um nNovo 0sso seja formado,
promovendo reparacdo alveolar. Uma hipotese que podemos considerar €
gue nos osteoblastos, a proteina RANK faz parte da sua membrana,
apresentando-se localizada numa regido mais interna. Em funcdo do
aumento do metabolismo celular, pelo processo de reparo aveolar, 0s
osteobl astos podem sofrer uma alteragéo de conformagdo deste receptor na
membrana, tornando-o mais exposto, de forma que possa ser marcado pelo

anticorpo contra RANK durante a reagdo i munoi stoguimica.



Esta hipétese € reforgada, por estudos mostrando gue tanto OPG,

quanto RANKL sdo produzidas por osteoblastos™ 411

. Portanto, os
osteoblastos, poderiam apresentar 0 proprio receptor para a proteina que
sintetizam, caracterizando uma sinalizac&o celular autécring®. Além disso,
mesmo que qualitativamente, podemos observar intensa imunomarcacdo da
proteina RANK aos 14 e 21 dias pOs-operatorios, periodos em que se sugere
umamaior atividade metabdlica do tecido 6sseo, bem como maior producéo
de 0sso, 0 que reforcaria esta hipotese.

Quanto aos resultados com o anticorpo contra a OPG, podemos
observar imunomarcacdo principamente em ostedcitos e células de
revestimento, com maior tendéncia de expressdo aos 28 dias. Estes
resultados est&o de acordo com a literatura, que mostra aimunomarcacdo da
OPG em células da linhagem osteoblastica’™*®. A imunomarcacdo para
OPG também pode ser considerada uma evidéncia da predominancia de
formacéo Gssea ocorrendo durante o processo de reparo alveolar. Vae
destacar que nossos experimentos estudam a expressao destas proteinas em
condicdo especial, durante o processo de reparo alveolar pds exodontia e
que até entdo, ndo havia sido estudada. Com relacdo a RANKL, nossos
resultados mostram que ha um aumento na expressdo desta proteina nos
osteoblastos e o0 periodo de maior expressdo ocorre aos 28 dias como a
OPG. Este aspecto €é bastante importante e evidencia o equilibrio entre os

processos de neoformacdo, representado pela OPG e de reabsorgéo 0ssea,



representado pela RANKL, em todos os periodos da cronologia do processo
de reparo aveolar analisados. Portanto, a andlise conjunta da expresséo das
3 proteinas mostra que a RANK tem o predominio da sua expressao aos 14
e 21 dias p0Os exodontia, marcando principalmente os osteoblastos do 0sso
primario e a OPG e RANKL, apresentam-se com marcagdes de intensidade
similar e com a maior marcagdo ocorrendo no periodo de 28 dias, periodo
em gue o alvéolo do rato ja se encontra prati camente todo reparado.

As reacOes realizadas mostram marcacOes especificas do anticorpo
primario, ja que o controle negativo apresenta-se isento de marcacdo. Os
experimentos controle positivo foram realizados apenas para o anticorpo
contra a RANK, em funcdo dos resultados e pudemos observar que o
anticorpo utilizado promove imunomarcagéo de acordo com as informagdes
descritas na literatura®.

Considerando todos esses aspectos, 0S NOSSOS experimentos
permitem-nos sugerir até entdo, a imunomarcacdo de RANK em células
semel hantes a osteobl astos, proximos a periferia do ostedide, nos 3 periodos
analisados. Por outro lado, a OPG se expressa principa mente em ostedcitos
e células de revestimento, também em todos os periodos analisados. A
RANKL apresenta-se constante em suas marcagdes, evidenciadas durante a

cronologia de reparo alveolar.



6- Conclusao

Diante da metodologia empregada e dos resultados obtidos foi
possivel concluir que ocorre a expressdo das proteinas Osteoprotegerina,
RANK e RANKL durante o processo de reparo aveolar, em todos os
periodos analisados.

Apoés andlise qualitativa, podemos notar que ocorre um balango na
presenca destas proteinas, sendo a maior expressdo da Osteoprotegerina aos
28 dias pos-operatdrios e da RANK aos 14 e 21 dias pos-operatorios. A
RANKL, semelhante a OPG, apresenta-se com uma maior expressao aos 28

dias pOs-operatorios.
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Anexo A —Material e Método

Protocolo de perfusdo transcardiaca em ratos e padronizacdo de

técnica imunoistoquimica em tecido 0sseo.

1- Introducao

A técnica imunoistoquimica € uma ferramenta metodoldgica
utilizada para a identificacdo de proteinas, citocinas, peptidios, horménios,
fatores de crescimento, entre outros reguladores de atividades celulares
efetivamente envolvidos no metabolismo humano. Atua evidenciando estes
reguladores, em condicdes de alta atividade metabdlica ou em processos
homeostésicos.

Para a utilizac8o desta ferramenta metodologica, as pegas a serem
analisadas sofrem tratamento diferenciado com a finalidade de preservar as
estruturas celulares 0 mais proximo de como sao em vida.

Cuidados inerentes ap manuseio e sacrificio dos animais, processo de
descalcificagéo, lavagem de pecas, incubagdo de anticorpos, assim como a
marca, concentracoes e meios de diluicdo das solucdes utilizadas para tais
procedimentos, visam a preservacdo tecidual das estruturas a serem

estudadas pela delicada atuagdo dos reguladores nos tecidos.



As reacOes realizadas através desta metodologia seguem critérios
especificos que devem ser respeitados minuci osamente.
Este anexo tem por objetivo relatar detalhadamente a metodologia

empregada para a realizacéo de técnicaimunoistoquimica em tecido 0sseo.

2- Descricao da técnica de perfusdo transcardiaca em ratos

A manobra de perfusdo transcardiaca € o método que simula o
funcionamento do sistema circulatério, uma vez gue se injetam no interior
dos vasos, solucdes fixadoras que perfundem os tecidos e os fixam o0 mais
proximo da atividade metabdlica em vida. Pode ser realizada em qual quer
animal, sofrendo variacéo de protocolos conforme a espécie e esta indicada
para a fixacdo de pecas que serdo submetidas a microtomia, para a
realizag&o de reagdo imunoistoquimica.

O processo consiste inicialmente na retirada da volemia sanguiinea
através da lavagem feita com solucdo salina, para posteriormente processar-
se entdo a fixacdo atraves da injecdo de solucdo fixadora. As solucdes séo
impulsionadas no interior dos vasos, através de canulas acopladas a
mangueiras ligadas a uma bomba peristaltica, de modo que a pressédo da
injecdo da solucdo fixadora néo ultrapasse a pressao sanguinea.

Para a realizac8o da perfusdo transcardiaca € essencial a auséncia de

sangue coagulado nos vasos e para evitar esse imprevisto € conveniente



administrar solucéo anticoagulante direto no coracdo do animal, antes do
inicio da manobra de perfuséo.

A lavagem redlizada para aretirada da volemia sangiinea é feita com
solugédo salina, pH neutro, no volume de aproximadamente 50ml para cada
animal, e deve ser ministrada a temperatura ambiente. A solucéo fixadora
de escolha em nosso protocolo é o formaldeido (Acros Organics) 4%, pH
9.5, com o volume de 700ml para cada animal; o fixador deve ser preparado
na vespera da realizagéo do procedimento e no momento da perfuséo devera
estar resfriado.

A filtrago criteriosa das solugbes utilizadas € um cuidado a ser
considerado, visto que granulos do soluto podem promover a obstrucéo de
peguenos vasos e 0 consequiente impedimento do fluxo das solugdes atraves
dos tecidos, comprometendo o resultado final do procedi mento.

O procedimento deve ser realizado em capela, com equipamentos de
protecdo individual como jaleco, luva, culos, gorro e mascara especial em
funcdo do poder carcinogénico da solucéo fixadora.

Apoés a anestesia profunda do animal (figs. 1 e 2), o mesmo devera
ser imobilizado em um suporte de madeira em decubito dorsal horizontal,
mantendo a cabega, as patas traseiras e dianteiras fixas (fig. 3). Expbe-se
parte da cavidade abdomina (figs. 5-7), e toracica, apds rompimento do
diafragma e rebatimento das costelas, com o intuito de evidenciarmos o

coracdo (fig. 8). Uma vez que o0 coragcdo encontra-se evidente, ministra-se



solugdo anticoagulante (heparina sodica - 0,0lml/animal - fig. 9)
utilizando-se seringa mensurada e agulha delicada direta no coracéo (fig.
10); é redlizado um pequeno corte com tesoura de ponta fina no ventriculo
esguerdo do animal (fig. 11) e outro no atrio direito (fig. 12), visando
impedir o retorno venoso. A canula ligada a bomba perfusora é introduzida
no corte realizado no ventriculo esquerdo, transfixando o coracdo e
permanecendo imével, de modo que sua ponta fique posicionada dentro da
artéria aorta (figs. 13 e 14). A bomba perfusora peristdltica utilizada é a
Masterflex® LS (Cole-Parmer Instrument Company — fig. 4), inicialmente
regulada com velocidade de 45 mi/min.

A solucdo salina € injetada nos tecidos até lavagem sanguinea
completa do animal, indicada pela coloracdo amarelada do figado. A
solucdo fixadora é entdo ministrada, passando a bomba a atuar com
velocidade de 35 ml/min (fig. 15). Ao final do processo, o0 animal deve estar
completamente enrijecido, 0 que denota o sucesso do procedi mento.

As pecas a serem estudadas devem ser removidas cuidadosamente
(figs. 16-20) e mantidas em formaldeido 4%, por 6 horas em geladeira, para
a redlizacdo da pos-fixacdo. Assim que pés-fixadas, sdo lavadas em PBS
por 60 minutos com trocas a cada 10 minutos, para inicio do processo de

descalcificacao.
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Protocolo de reacdo imunoistoquimica em tecido ésseo.

Tanto a fixacdo como a descalcificacdo sd0 necessarias para a
realizacdo de técnicas histol 6gicas convencionais ou imunoistoquimica. No
entanto, estes processos podem causar desnaturacdo de proteinas
encontradas nos tecidos, resultando na reducdo da atividade enzimética e
imunoreatividade. A escolha de um material seguro, que apresente
respaldos junto a literatura, € um dos critérios essenciais para 0 sucesso do
processo. Optamos pelo uso do EDTA (fig.21) na concentracéo de 5%, pH
7,0, por um periodo de 42 dias com trocas semanais, em temperatura
ambiente.

Testes de dureza eram realizados nas pecas utilizando-se de agulhas
finas que perfuravam as mesmas, que deveriam apresentar-se flexiveis e
ndo retentivas. Uma vez descalcificadas, as pecas eram submetidas a
lavagem em PBS (fig. 22) por 24 horas com trocas alternadas, com a
finalidade de remover residuos de descal cificador.

A crioprotecdo € feita imergindo as pecas em solugdo de sacarose
30% (Merck), por 3 dias, mantidos em geladeira. O processo de
crioprotecéo se faz necessario para que a solucdo de sacarose penetre nos
tecidos de forma homogénea, impedindo a formagdo de bolhas de ar no
interior da pega, 0 que causaria danos aos tecidos durante a microtomia.

A microtomiafoi realizada em criostato (Micron, Zeiss —fig. 23). As



pecas foram fixadas em suporte metalico e incluidas utilizando TissueTek®
(fig.24). Foram obtidos cortes em sentido longitudinal e transversal (figs. 25
e 26) com 14 pm de espessura As laminas eram mantidas em freezer
convencional. Uma vez os cortes montados em |aminas as reagbes podem
ser iniciadas.

Como anticorpo primario foram utilizados a Osteoprotegerina -OPG
(Rabbit anti-opg - Santa Cruz Biotechnology — SC11383), RANK (Rabbit
anti-rank - Santa Cruz Biotechnology — SC9072 —fig. 27) e RANKL (Goat
anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology — SC7627). Os anticorpos
secundérios foram anti-coelho biotinilado produzido em burro (Biotin-SP-
AffiniPure donkey anti-rabbit 1IgG - Jackson Immunoresearch Laboratories
— 711.065.152 — fig. 28) e anti-cabra biotinilado produzido em burro
(Biotin-SP-AffiniPure donkey anti-goat 1gG - Jackson Immunoresearch
L aboratories — 705.065.147).

A padronizag&o do protocolo de reac&o imunoistoquimica em tecido
0sse0, consiste na seguinte sequéncia:

1- Lavagem das laminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

2- Inibicdo da peroxidase endogena utilizando 500ul de agua
oxigenada (H,O,) 30% em 50 ml de PBS, por 30 minutos, sob agitacéo, a
temperatura ambiente;

3- Lavagem das |&minas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;



4- Blogueio das reacOes inespecificas (blocking) utilizando Soro
normal de burro 5% (fig. 29) diluido em loaded 0,3% (PBS + Triton X-100
0,3%), por 60 minutos, em repouso, atemperatura ambiente;

5- Lavagem das [aminas com PBS por 10 minutos;

6- Incubacdo do anticorpo primério na concentracdo de 1:100 para
OPG, RANK e RANKL, overnight, em repouso e em meio Umido, a
temperatura ambiente;

7- Lavagem das [aminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

8- Incubacdo do anticorpo secundario Donkey a-rabbit e Donkey a-
goat na concentragdo de 1:200, por 120 minutos, em repouso e em meio
umido, atemperatura ambiente ;

9- Lavagem das |aminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

10- Incubacdo do complexo avidina-biotina (Kit ABC- Vectastain
Elite ABC — Peroxidase Standard, reagent A and B only — PK6100 — Vector
Laboratories — fig. 30) utilizando 10ul da solucéo A e 10ul da solugéo B,
diluidos em 980 pl de PBS, por 60 minutos, em repouso e em meio Umido,
atemperatura ambiente;

11- Lavagem das |aminas com PBS em 3 séries de 10 minutos cada;

12- Revelagdo da reagdo utilizando 5mg de Diaminobenzidina
(DAB- Sigma, St. Louis, MO, EUA —fig. 31) diluidos em 10 ml de PBS e
ativados com 3 pl de H,O, A revelagdo € controlada macro e

mi croscopi camente.



A reacdo é bloqueada quando as |aminas sdo lavadas em PBS. Apds
o término da reacdo, as |aminas permanecem a temperatura ambiente, onde,
apOs secagem completa, os cortes s8o desidratados em série crescentes de
alcool, imersos em xilol e montadas com laminulas utilizando permount

como meio de montagem.
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ANEXO B — Receitas das solucgoes utilizadas.

A-) TAMPAO FOSFATO -PB02M —pH 7,4

e 500 ml de DH,0O

e 3,179 defosfato sddico monobasico (Peso molecular: 137,99 g/mol —

Merck)

e 13,7 g de fosfato sddico dibasico (Peso molecular: 177,99 g/mol -

Merck)
* Colocar aproximadamente 400ml de H,O deionizada e dissolver a solugéo
A e depois a solucdo B. Agitar até dissolver. Acrescentar &gua até

completar 500 ml.

B-) TAMPAO FOSFATO DE SODIO - PBS— pH 7.4

e 100ml de PB 0,2M
e 1752 grs. deNaCL
e 400 mg deKCl

e 1900 ml de MiliQ

* Receita para 2 litros de PBS. Colocar aproximadamente 1700 ml de
DH,0 e adicionar o NaCl e o KCI. Agitar até dissolver. Acrescentar o PB

0,2M. Agitar. Acrescentar agua até completar 2 litros.



C-) SOLUCAO SALINA

e 1litrodeDH,O

e 9gdeNaCl

* Colocar aproximadamente 900 ml de DH,0 e adicionar o NaCl. Agitar

até dissolver. Adicionar agua até completar 1 litro.

D-) FORMALDEIDO 4% - pH 9,5

1 litro de DH,O

4 g de NaOH

40 g PFA

38,14 g Tetraborato de sédio (TBS)

* Preparar 1 dia antes de ser usado. Aquecer aproximadamente 500ml de
H,O até atngir 60°C. Acrescentar o NaOH e aguardar dissolver.
Acrescentar o PFA lentamente e aguardar dissolver. Por Ultimo acrescenta-
se 0 bérax. Agitar até dissolver completamente. Completar o volume até o

total de 1 litro. Filtrar e armazenar em geladeira.



E-) EDTA 5%

e 100 ml de D H,O

e 59gdeEDTA
* Colocar aproximadamente 80ml de DH,O e adicionar 59 de EDTA.
Agitar por aproximadamente 30 minutos. Acrescentar dgua até completar

100 ml.

F-) SACAROSE 30%

e 100 ml deD H,0O

e 30 g de Sacarose (Merck)
* Colocar aproximadamente 80ml de DH,O e adicionar 59 de EDTA.
Agitar por aproximadamente 30 minutos. Acrescentar dgua até completar

100 ml.

G-) GELATINA

e 500 ml deD H,O

e 5gdegdatina

e 0,59 decromo potassio sulfato
* Colocar a &gua para aguecer até atingir 70-80°C. Acrescentar o cromo
potéssio sulfato. Agitar até dissolver. Em seguida acrescentar a gelatina

devagar. Agitar até dissolver. Filtrar.



ANEXO C —llustracdo da técnica de extracdo dental em
ratos.



ANEXO D - Autorizagdo da Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal.



Autorizo areproducéo deste trabalho.
Aracatuba, 19 de dezembro de 2005.
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