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Resumo

Tanaka FY. Estudo da viabilidade celular comparando os meios de conservacao
para enxerto 6sseo de calota craniana. Analise microscopica e imunoistoquimica
em ratos [Tese]. Aracatuba: UNESP - Universidade Estadual Paulista; 2005.

O objetivo deste trabalho foi analisar a viabilidade celular
comparando 0s meios de conservacdo para enxerto 6sseo. A preservacao de
células vidveis em procedimentos de enxerto 6sseo € de fundamental importancia
para que se tenha a osteogénese. Foram utilizados 43 ratos machos. Apds a
antissepsia do campo operatério foi realizada inciséo linear na regido mediana da
calota craniana para obtencdo do enxerto da regido parietal direita e esquerda as
quais foram removidas com auxilio de trefina de 5mm de didametro acoplada em
micro-motor de baixa rotacdo, sob constante irrigacdo com solucdo de soro
fisiologico 0,9% estéril. As pecas do enxerto foram acondicionadas em tubos de
ensaio estéreis os quais foram devidamente identificadas de acordo com o grupo
e mantidas dentro deste tubo conforme cada condi¢do do grupo. Como meio de
conservacdo da viabilidade celular do enxerto foi utilizado o soro fisiologico a
0,9% (Grupo 1) e a solugdo de Euro Collins® (Grupo I1) e ainda para verificar se
a temperatura tem influéncia direta na manutencdo da viabilidade celular foi
analisado o enxerto 6sseo conservado em temperatura ambiente (Grupo 1ll) e o
enxerto 0sseo sem nenhuma solucdo, porém mantido em gelo (GrupolV). Para
avaliar a viabilidade celular foi utilizada analise histologica e imunoistoquimica
imediata e ainda em cada grupo analisou-se a viabilidade celular no periodo de 6
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas. Como resultado observou-se que a solugéo
de Euro Collins® apresentou-se superior ao soro fisioldgico no que se diz respeito
a manutencdo da viabilidade celular do enxerto 0sseo onde se pode notar

viabilidade celular até o periodo de 30 horas.



Palavras- chave: Osso e 0ssos. Transplante dsseo. Sobrevivéncia celular.

Sobrevivéncia do enxerto.



Abstract

Tanaka FY. Study of cellular viability comparing storage media for skull vault
bone graft. A microscopic and immunohistochemical analysis in rats. [Tese].
Aracatuba: UNESP - Universidade Estadual Paulista; 2005.

The aim of this study was to analyze cellular viability comparing
storage media for skull vault bone graft. Preservation of viable cells in bone graft
procedures is of paramount importance to obtain osteogenesis. Forty-three male
used in this study. After antisepsis of the operative field, a linear incision was
made on the middle region of the skull vault to obtain a bone graft from the right
and left parietal areas. The grafts were removed with a 5-mm diameter trephine
bur coupled to low-speed handpiece under continuous irrigation with sterile
0.9% saline. The graft pieces were placed in sterile 5-mL test tubes with caps,
and were properly identified according to the group and maintained inside the
test tubes as per each group conditions. The storage media evaluated for
preservation of graft cellular viability were 0.9% saline (Group I) and Euro
Collins® solution (Group I1). In order to assess whether the temperature has a
direct influence on the maintenance of cellular viability, the analysis was
extended to bone grafts stored at room temperature (Group Ill) and bone grafts
with no solution, but maintained in ice (Group IV). Cellular viability was
evaluated by immediate histological and immunohistochemical analyses. For
each group, cellular viability was analyzed at 6, 12, 24 and 30 hours after
procedure. The results of this study showed that Euro Collins® solution yielded
better performance than 0.9% saline as regards the maintenance of bone graft
cellular viability (up to 30 hours).

Key-words: Bone and bones. Bone transplantation. Cell survival. Graft survival.
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Introducao

“O segredo de progredir é comecar. O segredo de
comecar e dividir as tarefas arduas e complicadas em
tarefas pequenas e faceis de executar e depois comecar
pela primeira”.

(Mark Twain)



1) Introducéo

O tratamento de deformidades cranio-maxilo-faciais, como
também de defeitos congénitos, nessa area, tem um longo historico de experiéncia
com varios tipos de biomateriais. Os grandes defeitos 6sseos resultantes de trauma,
neoplasias ou infecgbes que ndo cicatrizam espontaneamente e muitas vezes
deixam sequelas que comprometem a forma e fun¢do dos maxilares. Similarmente,
lacunas provenientes de ostectomias no esqueleto facial também, requerem
enxertos para estabilizar os segmentos 6sseos e devolver o contorno natural da
regido. (Klinge et al.’®, 1992).

Do ponto de vista da aceitacdo bioldgica, em funcdo da superior
compatibilidade tecidual, o0 melhor material de enxerto € o autdgeno. No entanto
qguando e utilizado, existe a necessidade de ato cirurgico adicional para remocéao
do material que freqientemente cria ferida cirdrgica cujo pOs-operatorio &
clinicamente mais desconfortavel ao paciente do que a cirurgia para a correcao da
deformidade (Okamoto et al.'’, 1991, Klinge et al. **, 1992). O sintoma pds-
operatério mais freqliente nesse caso é a dor. Porém outras ocorréncias podem
surgir: pneumotérax, na remocdo de costela (Hauser’, 1992): hematoma
retroperitonial (Ziccardi et al.?, 1992), na remog&o de iliaco; e perfuracio da dura-
méter, na remocéo da calota craniana (Jackson et al.’, 1987). Estas complicacdes
sdo de ocorréncia rara e frequentemente relacionada com técnica incorreta. Assim
esses fatos ndo devem impedir a utilizacdo de enxertos autégenos, quando sua
aplicacéo for indicada.

Na implantodontia a necessidade de correcdo de pequenos ou de
grandes defeitos Osseos para a colocacdo de implantes e posterior reabilitacdo
tornou-se préatica rotineira e necessaria (Kuabara M.R. et al.'*, 2000). Ha&

controversias e discussGes a respeito da utilizacdo de materiais para enxerto e

* Texto escrito segundo as normas da revista Journal of Applied Oral Science, anexo E.



Introducéo 20

reconstrucdo 0ssea, podendo ser utilizados tanto o0 0sso autégeno quanto materiais
alogenos e aloplasticos (Tanaka F.Y. et al.?, 2001). No entanto, os melhores
resultados tém sido relatados com 0 0sso autogeno.

O enxerto 6sseo autogeno pode ser obtido de area extra-bucal
como a crista iliaca; osso da calvaria; 0sso da costela; clavicula e tibia, porém
todas elas exigem a presenca de um médico especialista para sua remocao e um
centro cirurgico hospitalar com a presenca do anestesiologista, aumentando
invariavelmente o custo do procedimento para o paciente. Quando se elege como
area doadora regido intra-bucal, pode-se utilizar o mento e a regido de linha
obligua para reconstrucdo parcial da maxila. Quando se necessita de quantidade
maior de tecido 0sseo pode-se acessar 0 mento e a regido de linha obliqua
bilateralmente, cuja manobra, no entanto ocasionaria 0 aumento do tempo
cirargico. Além disso, pode provocar o estresse do paciente e necessidade de
maior quantidade de tubetes anestésicos o qual pode até ultrapassar o limite
maximo recomendavel. Porém, quando se deseja realizar todo esse procedimento
num sO tempo operatorio que incluiriam a incisdo de quatro &reas intra-bucais
distintas o prudente seria a realizacdo deste procedimento sob anestesia geral,
devido aos fatores acima citados. Sugerir ao paciente realizar este procedimento
sob anestesia geral aumenta o custo do procedimento e ou acaba provocando
Insegurancga para o paciente, visto que muitos apresentam medo da anestesia geral
e do ambito hospitalar. Desta forma, uma das opcdes seria a realizacdo da
intervencdo cirdrgica em duas etapas. Na primeira etapa reconstruiria um dos
lados da maxila e ap0s recuperacdo da morbidade local da regido doadora e
receptora faria a reconstrucdo do outro lado. Tal procedimento, no entanto
aumentaria o tempo de reabilitacdo protética devido o periodo de convalescenca e
0 risco de provocar prejuizo na consolidacdo Gssea do enxerto por se tratar de
areas contiguas. Uma outra possibilidade seria realizacdo deste procedimento
cirirgico sob anestesia local em dois tempos operatérios. No primeiro ato
operatorio, seria realizada a remocdo do enxerto das regides de mento e retro-

molar bilateral. Decorrido um periodo de 12 a 30 horas seria realizado o segundo
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ato operatdrio que incluiria o preparo e adaptacdo do enxerto na regido receptora.
Para manutencdo e conservacdo da vitalidade das células contidas no enxerto
6sseo autdgeno, seria utilizada a solugdo de Euro Collins® que constitui o meio
utilizado para conservacédo de 6rgéos para transplante.

Baseando-se nas propriedades e comprovagdes cientificas da
utilizacdo do Euro Collins® como meio de perfusdo e estocagem 6rgdos como:
coracdo, rins, pancreas, cérneas e outros em condi¢des de serem transplantados,
tornam-se oportuno avaliar este meio como forma de manter a vitalidade celular
do tecido Gsseo autdgeno para situacdes clinicas que permita a execucdo em dois
tempos operatdrios, criacdo de banco de 0sso autdgeno ou até mesmo como meio
de armazenamento para manter as melhores propriedades de viabilidade celular
do enxerto 6sseo, quando se requer periodo extra-corporeo longo para adaptacao
ao leito receptor. Tratando-se de reconstrucdo de maxila utilizando-se de enxerto
0sse0 autdgeno de calota craniana o tempo de remocdo do enxerto até sua
adaptacdo na maxila pode-se levar horas e ai também a melhor forma de se manter
este enxerto com viabilidade celular ainda é uma incognita e ndo existe ainda um
consenso do que utilizar. Segundo (Piermattei and Flo™®,1997) ap6s a obtencdo, o
enxerto de 0sso esponjoso autdégeno deve ser aplicado o mais rapidamente
possivel. No entanto, se for necessdria a estocagem até o momento da
transferéncia para a area receptora, o enxerto deve ser mantido envolto em
compressa de umedecida com sangue ou colocada em cuba e coberta com gaze
umedecida em solucdo salina fisiolégica a 9% ou Ringer (Shena?, 1983;
Piermattei and Flo®, 1997). A exposicdo ao meio ambiente por 30 minutos ou
mais diminui a viabilidade celular. Por outro lado a elevacdo da temperatura
acima de 42 graus centigrados, devido a luminosidade da sala cirdrgica, induz a
morte celular (Fox®, 1984). A falta de consenso e a caréncia de dados na literatura
referentes a algumas situacdes especificas como foram citadas no transcorrer desta
introducdo, estimula a realizagdo deste trabalho de pesquisa cujos resultados
norteardo e dardo subsidios para atividade clinica utilizando-se de enxerto 0sseo

autogeno. Assim sendo o presente trabalho tem por objetivos:
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1) Avaliar se a solucéo de Euro Collins® apresenta a propriedade
de manter as células do enxerto 6sseo autégeno com vitalidade.
2) Analisar a viabilidade celular do enxerto 0sseo por anélise

microscopica e imunoistoquimica.



Material e Método

/////

(Socrates)
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2) Material e Método™

O presente estudo apresentou as seguintes etapas:

a) Parecer da Comissdo de ética na Experimentacdo Animal
(CEEA),

b) Cirurgias experimentais,

c) Obtencéo e preparo das pecas para avaliagdo microscopica e
imunoistoquimica,

d) Avaliacdo microscopica e imunoistogquimica.

Foram utilizados 43 ratos machos de mesma linhagem (Rattus
norvergicus, albinus, Wistar), com peso variando entre 290 a 350g todos
procedentes do Biotério Central UNESP-Aracatuba. Os animais ap6s obtencdo dos
enxertos retirados da calvaria foram sacrificados. Na fase cirdrgica, 0s animais
receberam medicacdo pre-anestésica injetavel de cloridrato de tiazina (10 mg/Kg
de peso corporeo), intramuscular; e apds verificacdo dos sinais de sedacdo, 0s
mesmos foram anestesiados com solucdo anestésica injetavel de cloridrato de
Ketamina ( 100 mg/Kg de peso corporeo) tambem por via intramuscular. Na
regido da calota craniana todos os animais foram submetidos depilagdo manual.
Apos a antissepsia do campo operatorio com polivinilpirrolidona iodada (PVPI)
foi realizada incisdo linear na regido mediana da calota craniana expondo 0 0SS0
parietal direito e esquerdo. A seguir com o auxilio de descoladores foi realizado o
descolamento do retalho possibilitando a exposicdo dos dois 0ssos parietais. Na
sequéncia as pegas do enxerto foram removidas com auxilio de trefina de 5 mm de
diametro acoplada em micro-motor de baixa rotagéo, utilizando-se pega de mao

angulada sob constante irrigacdo com solucédo de soro fisiologico 0,9% estéril.

“ Figuras referentes & metodologia cientifica e experimental estdo ilustrados no anexo C.
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As pecas foram removidas com auxilio de um Hollemback 3S,
preservando as meningeas do encéfalo e a sutura sagital mediana, local por onde
percorre a veia sagital mediana.

Todas as pecas do enxerto foram acondicionadas
individualmente em tubos de ensaio estéreis de 5 ml com tampa (Vacuum 11°) as
quais foram devidamente identificadas de acordo com o grupo e mantidas dentro
do tubo de ensaio conforme cada condi¢do do grupo. As pecas que deveriam ficar
resfriadas foram mantidas no gelo acondicionadas em isopores de 17 litros com
2/3 de gelo picado, onde a temperatura manter-se-ia por volta de 3°C.

Periodos do experimento:

Imediato (Controle).
Tempo de 6 horas.

Tempo de 12 horas.
Tempo de 24 horas.
Tempo de 30 horas.

Grupos Experimentais:

(Grupo 1)-Grupo Soro.

(Grupo 11)-Grupo Solucéo Euro Collins®.

(Grupo I11)-Grupo Seco em Temperatura Ambiente.
(Grupo 1V)-Grupo Gelo (Seco).

Grupos Grupo Soro Grupo Solucéo de Grupo seco Grupo Gelo em
el Fisiol6gico Euro Collins® Temp. ambiente meio seco
Experimentais
Periodos
Imediato 6 pecas
Tempo 6 horas 5 pecas 5 pecas 5 pecas 5 pecas
Tempo 12 horas 5 pecas 5 pecas 5 pecas 5 pecas
Tempo 24 horas 5 pecas 5 pecas 5 pecas 5 pecas
Tempo 30 horas 5 pecas 5 pecas 5 pecas 5 pecas
Total de pecas por grupo 20 pecas 20 pegas 20 pecas 20 pecas

Total de pegas: 86 pecas

De cada modelo experimental foram obtidas 2 pecas totalizando 43 ratos.
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Apobs o periodo experimental determinado para cada grupo, as
pecas foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% durante 6 horas. No
transcorrer deste periodo as pecas foram mantidas resfriadas em isopores com
gelo. Decorridas as 6 horas de fixacéo as pecas foram lavadas em solucéo salina de
tampdo fosfato (PBS), utilizando-se agitador orbital ajustado para ciclo de 10
minutos por 3 vezes. Apos a lavagem, as pecas foram submetidas a descalcificacdo
em EDTA 5% por 60 dias aproximadamente, com trocas semanais. Apds a
descalcificagdo, as pecas foram novamente lavadas em PBS e passadas para a
etapa de crioprotecdo em sacarose 30% por 48 horas a temperatura de 4° C. Os
cortes foram realizados em microtomo de congelacdo obtendo-se cortes
transversais com 16 micrometros de espessura e montadas em laminas
previamente gelatinizadas.

Ap0s a obtencdo dos cortes congelados, uma lamina de cada
grupo foi submetida a coloragdo por hematoxilina e eosina (HE), para analise
histolégica em microscopia Optica e o0 restante foram submetidas ao
processamento imunoistoquimico. Os anticorpos primérios utilizados durante o
processamento imunoistoquimico foram especificos para a marcacdo de
Osteoprotegerina -OPG (Rabbit anti-opg - Santa Cruz Biotechnology), proteina
produzida pelos osteoblastos e envolvida nos processos de formagdo Ossea
(Simonet, et al.?® ,1997); RANK (Rabbit anti-rank - Santa Cruz Biotechnology) e
RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz Biotechnology). A expressdo dessas
proteinas em osteoblastos e ostedcitos serviram como indice para se avaliar a
viabilidade do tecido 6sseo.

Os anticorpos secundarios sdo anti-coelho biotinilado
produzido em burro (Biotin-SP-AffiniPure donkey anti-rabbit 1gG - Jackson
Immunoresearch Laboratories) e anti-cabra biotinilado produzido em burro
(Biotin-SP-AffiniPure mouse anti-goat IgG - Jackson Immunoresearch
Laboratories).
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Ao término da revelacdo, as laminas permaneceram em
estufa onde apOs secagem completa os cortes foram desidratados em série

crescente de alcool, imersdo em xilol e montagem das laminulas com permount.

A andlise tanto dos cortes corados em HE como dos cortes

submetidos as rea¢fes imunoistoquimicas foram realizada em microscopia optica.
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Resultados

“Os dias prosperos ndo vém por acaso, nascem de muita
persisténcia”.
(Henry Ford)
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Resultados

Foram realizadas reacGes imunoistoquimicas para a identificacdo das
proteinas Osteoprotegerina (OPG), RANK e RANKL nos cortes congelados,
obtidos da calota craniana dos ratos.

Os grupos experimentais foram determinados com o objetivo de analisar a
interferéncia do meio de conservacdo, bem como do tempo, sobre a capacidade
de preservacéo celular.

A imunoistoquimica é uma ferramenta metodoldgica que permite a
identificacdo de proteinas, ou seja, de antigenos, presentes no interior das células.
Portanto, as proteinas sdo identificadas de acordo com os anticorpos utilizados
nas reacdes e as marcacOes sempre aparecerdo nas células que contém as
proteinas presentes no citoplasma ou dispostas como receptores de membrana.

No experimento do presente trabalho, as rea¢des imunoistoquimicas foram
realizadas para identificar a presenca de OPG, RANK e RANKL. A expressdo
destas proteinas evidenciou-se nos ostedcitos marcados pela Diaminobenzidina,
guando a reacdo imunoistoquimica foi revelada. Em algumas situacGes, pode-se
observar também que as lacunas dos ostedcitos apareciam com as marcacoes
imunoistoquimicas pela DAB.

Os ostedcitos mostraram-se imunomarcados sempre na periferia do corte
(Figura 1). A medida que se afastava das bordas do corte, as marcacdes
decresciam e o centro do corte mostrava-se sempre com auséncia de células

imunomarcadas.

“ Figuras ilustrativas dos cortes histolgicos no final desta sesséo e no anexo D.
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Na analise imunoistoquimica a viabilidade celular foi evidenciada pela
coloracdo marrom-acastalhada dos osteOcitos, quando esses expressavam as
proteinas OPG, RANK e RANKL.

Foi realizada a coloracdo por hematoxilina e eosina como orientacdo para
a analise da citoarquitetura. Observou-se que nos grupos em que a conservagao
foi realizada a seco, por 30 horas (Figura 2), ndo foi possivel identificar a
presenca dos nucleos dos ostedcitos, corados com hematoxilina, diferente dos
demais grupos e periodos. Portanto, vale destacar que, mesmo que a coloracao
com hematoxilina e eosina mostrasse a presenca de nudcleos celulares corados,
inclusive no centro do corte (Figura 3), foram consideradas viaveis apenas as
células que estavam marcadas por expressarem as proteinas analisadas neste
estudo.

Observou-se que no grupo imediato-controle (Figura 4), no qual o
fragmento da calota craniana foi fixado imediatamente ap0s a sua remogéo e
depois foi realizado o processamento imunoistoquimico de rotina, foram
observadas marcagdes para a OPG.

Na conservacdo da calota em gelo (Figura 5), sem imersdo em liquidos,
notou-se que as células expressavam a RANKL no periodo de 6 horas de
conservacio. A medida que aumentou o tempo de conservagio no meio estudado,
houve uma diminui¢do na quantidade de células imunomarcadas. No periodo de
30 horas, neste mesmo grupo, ndo foi possivel observar imunomarcacdes das
proteinas estudadas.

Nos fragmentos de calota craniana mantidos a temperatura ambiente e sem
imersdo em liquidos, observou-se que ap0s o periodo de 30 horas, ndo havia
expresséo significativa de RANKL nas células da calota craniana (Figura 6).

No grupo em que a conservagdo dos fragmentos foi realizada em soro
fisioldgico, foi notado que no periodo de 6 horas, havia pequena expressao de
OPG nas células (Figura 7).

A conservacgdo das calotas cranianas na solucdo de Euro Collins mostrou

gue em todos os periodos analisados, foi possivel observar a expressao de todas
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as proteinas estudadas. A expressdo destas proteinas manteve-se em todos o0s
periodos analisados até 30 horas de conservagdo. Dentre elas, notou-se uma
maior imunomarcacdo para a OPG no periodo de 30 horas de conservagédo
(Figura8e9).

Experimentos controle foram realizados, nos quais a omissao do anticorpo
primario durante o processamento da reacdo imunoistoquimica mostraram que as

marcacOes observadas foram especificas (Figura 10).

FIGURA 1-Grupo Euro Collins 24 horas — OPG, borda da calota (original, 63x,

Diaminobenzidina).
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FIGURA 2-Grupo seco ambiente 30 horas (original, 160x, HE).
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FIGURA 3-Grupo seco gelo 30 horas (original, 160x, HE).

FIGURA 4 - Grupo imediato — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina).
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FIGURA 5 — Grupo seco gelo 6 horas — RANKL, periferia da calota (original, 63X,

Diaminobenzidina).

FIGURA 6-Grupo seco ambiente 6 horas — RANKL (original, 63x, Diaminobenzidina) .
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FIGURA 7 - Grupo soro fisiologico 6 horas — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina).

FIGURA 8 - Grupo Euro Collins 30 horas — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina).
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FIGURA 9 - Grupo Euro Collins 30 horas — OPG (original, 160x, Diaminobenzidina).



Resultados 37

FIGURA 10-Grupo controle da imuno (original, 63x, Diaminobenzidina).
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Discussao

“Semeia um pensamento e colherds um desejo;
semeia um desejo e colherds a acdo; semeia a
acdo e colheras um habito; semeia 0 habito e

colheras o carater”.

(Tihamer Toth)
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4) Discussao

Para a compreensdo do mecanismo de incorporacdo, manutencdo e
remodelacdo Gssea é imprescindivel o conhecimento da fisiologia dssea, que por
sua vez, esta fundamentada na composicdo bioquimica e molecular do tecido
0sseo, bem como suas propriedades fisico-quimicas. Partindo desta prerrogativa,
sabe-se que o tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado
por células e um material intercelular calcificado, denominado de matriz dssea
(Junqueira and Carneiro?, 1995) e dentre as duas funcdes mais importantes do
tecido Osseo, esta a de manter a integridade do esqueleto, ou seja, suporte
estrutural e a homeostasia de calcio, visto que 99% deste mineral encontra-se em
todo o organismo, esta presente no tecido 0sseo, 0 qual atua como um verdadeiro
reservatorio de calcio. O tecido 6sseo é constituido de matriz extracelular que
contém componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). As células
correspondem a uma pequena parte da massa 0ssea, mas S&0 responsaveis tanto
pela fungéo de regulacdo da distribuicdo do contetido do componente inorgéanico
e, portanto, pela manutencdo dos niveis circulantes de célcio (homeostase
mineral), quanto pela continua reabsorcdo e formacdo da matriz 0ssea, fazendo
com que o sistema esquelético responda a forcas mecanicas geradas pela
sustentacédo de pesos e atividade fisica (homeostase esquelética).

A matriz organica extracelular do tecido 0sseo € quase que
exclusivamente (90%) composta por proteina, colageno, proteoglicans,
glicoproteinas, enzimas, fatores de crescimento e proteolipides (Bianco AC,
Lazaretti-Castro M3, 1999).

Sabe-se que a neoformacdo 0ssea pode ocorrer a partir de trés estadios, a
osteogénese, osteoinducio e osteoconduco (Garg®,1999) : e que no caso do 0ss0

autdgeno é o unico com propriedade osteogénica, ou seja, tem a capacidade de
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formar tecido 6sseo mesmo na auséncia de células mesenquimais indiferenciadas
0 que caracteriza esta qualidade, pois compde-se de células Osseas viaveis, as
quais produzem matriz organica e também fatores de crescimento para a
formacdo do tecido 6sseo (Vasconcelos , et al*’. 1999).

Os enxertos 0sseos sdo utilizados como coadjuvantes no tratamento de
fraturas, perdas e defeitos 6sseos na area médica. A literatura sobre enxerto 6sseo
comecga em 1682, com Van Meeken o qual transferiu o osso do cranio do céo
para o defeito craniano no homem, com sucesso (Rogers™, 1930). O cirurgi&o foi
forcado a retirar o transplante para evitar a excomunhdo pela igreja.

Nas ultimas décadas, foram idealizadas novas técnicas reconstrutivas,
como a fixacdo rigida de fraturas, enxerto de tecidos e cirurgias microscopicas.
Em geral, estes procedimentos foram direcionados a traumatologia e a
reabilitacdo oncoldgica e mais recentemente, aplicados a outras areas da cirurgia
bucal. (Joos and Kleinheinz*, 2000).

A partir da extracdo dentaria, inicia-se um processo de perda Ossea
alveolar continuo e progressivo, podendo estar, ainda, acompanhado de outros
agravantes, como a pneumatizagdo do seio maxilar, acarretando deficiéncia
Osseas em altura e espessura, as quais restringem ou mesmo impossibilitam, a
colocacéo de implantes osseointegrados. A demanda para este tipo de tratamento
vem aumentando, forcando o desenvolvimento de técnicas para reconstrucdo e
adequacdo de rebordos alveolares atréficos (Jensen et al.'?, 1990)

Breine and Branemark®, em 1980, foram os primeiros a avaliarem 0 uso
do enxerto 6sseo autogeno e implantes para reconstrucédo de rebordos atroficos. O
0ss0 autogeno € ainda, o melhor material para reconstrucdo de rebordos, é
considerado por muitos como “padrdo ouro” entre as opcdes terapéuticas
(Groeneveld et al.”, 1999).

Oklund, et al*®. em 1986 demonstrou que é da sobrevivéncia das células
na superficie do enxerto, que resulta a superioridade dos enxertos autdgenos
recém obtidos sobre 0s enxertos autdgenos congelados ou implantes ¢sseos.

Albrektsson, 2 em 1980, nio satisfeito com as analises microscopicas
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estaticas existentes até entdo, utilizadas para avaliar o processo de reparo dos
enxertos 0sseos corticais e medulares, utilizou o que denominou de método
microscopico vital, instalando cdmaras de titanio ocas, separadas por duas esferas
de vidro numa distancia de 100 micras, nas metafises de tibias de coelhos, a fim
de estudar de maneira dinamica “in vivo” e “in situ” os diferentes estadios do
processo de reparo dos enxertos 6sseos. Para que isto fosse possivel, a camara e o
0ss0 circunjacentes foram removidos com o auxilio de uma broca trefina e
enxertados em outra extremidade, ou reinseridos no mesmo local. Os enxertos
medulares apresentaram inicio de revascularizacdo aos 15 dias pds-cirdrgicos e
término apds 20 dias, quando entdo, evidenciou-se 0 processo de osteogénese e 0
aumento de massa Ossea trabecular. Os enxertos corticais apresentaram
revascularizacdo mais lenta, completada no 30° dia. Neste periodo, as fases de
reabsorcdo e osteogénese ocorriam concomitantemente no mesmo enxerto. As
cavidades menores foram preenchidas por 0sso primario, a0 mesmo tempo em
que outras foram criadas. Aos 35 e 40 dias, a fase osteogénica ja havia sido
superada pela reabsorcdo, até que a massa 6Ossea reduzisse significativamente,
para que outra fase osteogénica predominasse. Calculou-se o indice maximo de
penetragdo vascular nos enxertos medulares e corticais, obtendo-se os valores de
0,2mm/dia a 0,4mm/dia e 0,15 mm/dia a 0,3mm/dia, respectivamente.
Aproximadamente, a mesma densidade vascular existente anteriormente a
colocacéo do enxerto foi necessaria para que a remodelacdo 0ssea acontecesse.
Para que os eventos de incorporacdo dos enxertos autdgenos sigam o
curso normal, alguns cuidados s@o necessarios a fim de se manter a integridade
do fragmento &sseo a ser utilizado. Sabe-se que um fator importante que interfere
no processo de reparo 6sseo é o trauma nele causado durante sua manipulagéo,
principalmente durante as técnicas de osteotomia (Albrektsson', 1980; Okamoto,
et al.'® 1994). O mesmo sucede nos procedimentos de enxertia 6ssea.
Confirmando esta teoria, Albrektsson®, em 1980, realizou um trabalho em
coelhos para verificar a resposta dos tecidos a receberem enxertos 6sseos frente a

varios niveis de trauma, além de observar a velocidade de revascularizacdo e
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remodelacdo Ossea na area receptora. A sobrevivéncia dos enxertos foi testada
por meio de analise histoquimica uma vez que a simples presenca de ostedcito
nas lacunas ndo confirmava a viabilidade Ossea. Verificou-se que o tempo de
revascularizagédo foi proporcional a intensidade do trauma; ou seja, quanto maior
0 trauma, maior o tempo para o inicio da revascularizacdo e, consequentemente,
da remodelacdo Ossea. A analise histoquimica demonstrou que apenas 0s
enxertos minimamente traumatizados apresentaram atividade da enzima
diaforase, sendo esta produzida apenas por células metabolicamente ativas.

Os metodos de armazenamento dos enxertos podem determinar as
condicBes de viabilidade de seu contingente celular. Steiner and Ramp?®, 1988,
testaram varios meios de armazenamento para enxertos 0sseos autdogenos e seus
efeitos sobre o metabolismo de glicose e sintese de coldgeno. Usaram soro
fisioldgico a 0,9%, agua destilada e dextrose 5% em solucdo Ringer lactato. O
estudo sugeriu que 0s enxertos deveriam ser armazenados em soro fisilogico ou
dextrose 5% em solucdo Ringer lactado por até cinco horas. A agua destilada ndo
foi recomendada. Além disto, a temperatura do meio de armazenamento exerce
influéncia sobre as células. Marx, et al.™® em 1979, documentaram que 94% da
viabilidade celular é mantida até quatro horas de armazenamento em temperatura
ambiente. Solugbes com temperaturas elevadas aumentam o indice de morte das
células devido a demanda elevada de oxigénio. Apesar das temperaturas menores
gue a ambiente ndo serem comumente aceitas, acredita-se que sejam associadas a
um discreto aumento no indice de sobrevivéncia celular.

Um fator importante é que o enxerto ndo deve ser imerso em solucdo
isotbnica ou tratadas com antibidticos por serem toxicos para as celulas
(Piermattei and Flo?®, 1997).

Partindo-se da premissa que a solucdo de Euro Collins é utilizada para
estocagem hipotérmica de 6rgdos por periodos de até 30 a 40 horas (Soc. Bras.
de Nefrologia e Soc. Bras. Urologia®*, 2002), é oportuno e com significado
clinico muito importante pesquisar a possibilidade de conservacdo do 0sso, Visto

que se trata de um tecido cuja complexidade morfofuncional é menor que a de
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um 6rgdo, o0 que pode-se tornar um excelente meio de armazenamento do enxerto
0sse0 até a sua completa adaptacdo ao leito receptor. Isto viabiliza e da
versatilidade nos processo reconstrutivos dentro da implantodontia, pois se pode
tornar um meio de conservacao de tecido 6sseo em casos de eventuais bancos de
0SS0S autogenos.

A utilizacdo da imunoistoquimica como ferramenta metodoldgica se faz
de maneira muito precisa, pois se trata de uma das poucas op¢des disponiveis
para se avaliar a viabilidade celular dos enxertos, apds os diferentes protocolos e
periodos adotados neste experimento. Porém durante a realizacdo deste
experimento foram encontradas algumas situacbes em que houve a necessidade
de padronizar a técnica de imunoistoquimica, pois as pecas ndo foram
perfundidas inicialmente, apenas fixadas em paraformoldeido o que diferencia da
tramitacdo rotineira nos trabalhos de imunoistoquimica. No entanto a utilizacéo
da calota craniana de ratos se mostrou um modelo de facil execucdo e
padronizacdo das amostras. Ndo obstante deve-se considerar a dificuldade de se
obter cortes congelados do 0sso da calota, porém é ainda a melhor maneira de se
obter as reagdes de imunoistoquimica visto que neste processo se conserva 0
epitopo, isto é o sitio de ligacdo dos anticorpos utilizados nas reacdes.

Na andlise da imunoistoquimica pode-se evidenciar a viabilidade celular
pela capacidade das células expressarem cada proteina na dindmica do tecido
0sseo, ou seja: OPG é uma proteina expressada por osteoblastos e ostedcitos em
atividade osteogénica (Simonet, et al.”® 1997); a RANKL é uma proteina
relacionada a osteoblastos em situacdo de estimulo para reabsorcéo 6ssea (pela
ligacdo da RANKL a RANK, presente na membrana dos pré-osteoclastos); a
RANK ¢é uma proteina presente em pré osteoclastos e neste trabalho pode-se
notar a expressao da RANK em ostedcitos e osteoblastos o que sugere o
metabolismo dsseo e consequentemente a viabilidade celular.

De acordo com os resultados obtidos: a expresséo da OPG indica
atividade dos osteoblastos. Assim sendo, pode-se dizer que a solugdo de Euro

Collins demonstrou ser o meio de armazenamento superior ao soro fisioldgico
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0,9% em todos os periodos, visto que até 30 horas havia expressdo celular
semelhante ao grupo imediato. Estes achados vao de encontro com o trabalho de
McAnulty'™® em 1999, o qual obteve o melhor resultado com relagdo a
manutencdo da viabilidade 0ssea de fragmentos esponjosos obtidos de coelhos
guando se utilizou também da solucdo de Euro Collins como meio de
armazenamento do enxerto.

O grupo soro fisiolégico a 0,9% mostrou que existem células viaveis até o
periodo de 6 horas devido a expressdo da OPG e RANKL, porém com menor
expressdo que o Euro Collins. A temperatura baixa parece ter influéncia na
manutencdo da viabilidade celular conforme Marx, et al.’® em 1979. Nesse
experimento a temperatura ndo teve influéncia positiva no que se refere a
manutencdo da viabilidade celular e estes achados também véo de encontro com
o trabalho de McAnult™ de 1999, o qual também observou que o soro resfriado
n&o teve resultado tdo significante quando comparado a solucéo resfriada de Euro
Collins.

Na andlise microscépica dos cortes obtidos e corados em hematoxilina e
eosina pode-se notar que 0s nucleos celulares foram marcados pela eosina nos
mesmos periodos em que se nota atividade celular pela analise de
imunoistoquimica. A auséncia de coloracdo e marcacdo do nucleo celular nos
periodos em que também ndo foram observados atividade celular pelas reacdes
com o anticorpo, sdo achados sugestivos de que a auséncia de coloracdo e
evidenciacdo do nucleo celular no enxerto 6sseo significa apoptose celular e/ou
necrose celular. Trabalhos de co-localizacdo para OPG e RANKL deverdo ser
realizados para analisar quais dessas proteinas predominam nas células do
enxerto nos diferentes periodos e meios de conservagdo. Considerando-se que
este estudo € inicial, a co-localizacdo e estudos onde se faz a quantificacdo das
células viaveis consistirdo numa préxima etapa a ser realizada.

De acordo com a metodologia empregada foi possivel analisar a
superioridade da solucdo de Euro Collins® sobre as formas mais rotineiras

aplicadas na pratica das cirurgias reconstrutivas, na qual se utiliza o soro
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fisiolégico como padrdo no armazenamento do enxerto 6sseo até a sua adaptacao
ao leito receptor. Esses resultados vém nortear e dar suporte cientifico na forma
e maneira que se tem de armazenar o enxerto 0sseo visando otimizar a0 maximo
de atividade osteogénica nos processos de reconstrucdo 6ssea. Notadamente 0s
resultados deste trabalho também abrem o prisma para novas pesquisas, visto que
a literatura aponta que o meio de armazenamento em solucéo de Belzer apresenta
melhores resultados que o Euro Collins® no que se refere a conservacdo de

pancreas transplantados.



Conclusao

“A maior recompensa do nosso trabalho ndo é o que
nos pagam por ele, mas aquilo em que ele nos
transforma”.

(John Ruskin)
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5) Conclusao

Dentro das condicGes do presente trabalho, pode-se concluir que:
1) A solucdo de Euro Collins® se mostrou superior ao grupo soro fisiologico

como forma de manter o enxerto 6sseo com células viaveis;

2) A solugdo de Euro Collins® manteve as células do enxerto 0sseo viaveis até
30 horas;

3) A imunoistoquimica mostrou ser a ferramenta metodoldgica de grande valor

para analise da viabilidade celular;
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Referéncias

“Nao existe vento favoravel para aquele que ndo sabe para
onde vai”.

(Arthur Schopenhauer)



49

6) Referéncias

1. Albrektsson, T. The healing of autologus bone grafts after varying degrees

of surgical trauma. J Bone Joint Surg. 1980 a; 62(3):403-10.

2. Albrektsson T. Repair of bone grafts. A vital microscopic and histological
investigation in the rabbit. Scand J Plast Reconstr Surg. 1980b; 14(1):1-

12.
3. Bianco AC, Lazaretti-Castro M. Fisiologia. In: .Aires MM. Fisiologia do
metabolismo osteomineral. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan . 1999.

p.855-876.

4. Breine U, Branemark Pl. Reconstruction of alveolar jaw bone. Scand J Plast

Reconstr Surg.1980; 14(1): 23-48.

5. Fox SM. Cancellous bone grafting in the dog: an overview. J Am Anim

Hosp Assoc.1984; 20:840-48.

6. Garg A.K.. Graffiting materials in repair and restoration. In: Lynch SE,

“ Referéncias nas normas da revista Journal of Applied Oral Science.



Referéncias 50

Genco RJ, Marx RE. Tissue engineering: applications in maxillofacial

surgery and periodontics. Chicago: Quintessence Books. 1999; p.83-101.

7. Groeneveld EHJ, Van Den Bergh JP.A, Holzmann P, Ten Bruggenkate
CM, Tuinzing DB, Burger EH. Histomorphometrical analysis of bone
formed in human maxillary sinus floor elevations grafted with OP-1
device, demineralized bone matrix or autogenous bone. Comparison with
non-grafted sites in a series of case reports. Clin Oral Implants Res. 1999;

10(6):499-509.

8. Hauser MS. Management of ocular and orbital trauma In: Peterson LJ.
Principles of oral and maxillofacial surgery. Philadelphia: J.B.

Lippincott. 1992; 509-46.

9. Jackson IT, Acham M, Bite U, Marx R. Update on cranial bone graft.

Ann Plast Surg.1987; 18(1):37-40.

10.Jensen J, Simonsen EK., Sindet-Pedersen S. Reconstruction of the
severely resorbed maxilla with bone grafting and osseointegrated
implants: a preliminary report. J Oral Maxillofac Surg. 1990; 48(1): 27-

32.



Referéncias 51

11.Joos U, Kleinheinz J. Reconstruction of the severely resorbed (class VI)

jaws: routine or exception? J Cranio Maxillofac Surg. 2000; 28(1):1-4.

12.Junqueira LC, Carneiro J. Tecido 0sseo. In: Junqueira LC, CarneiroJ.
Histologia basica. 82. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 1995.p. 108-

26.

13.Klinge B, Alberius P, Isaksson S, Jonsson J. Osseous response to
implanted natural bone mineral and synthetic hydroxylapatite ceramic
in repair of experimental skull bone defects. J Oral Maxillofac

Surg.1992; 50(3):241-9.

14. Kuabara MR, Vasconcelos LW, Carvalho PSP. Técnicas cirlrgicas para
obtencdo de enxerto dsseo autdégeno Rev Fac Odontol Lins. 200;

12(1/2):44-51.

15.Marx RE, Snyder RM, Kline SN. Cellular survival of humam marrow
during placement of marrow cancellous bone grafts. J Oral Surg. 1979;

37(10):712-8.

16. McAnulty JF. Effect of various short-term storage methods on viability of

cancellous bone fragments. Am J Vet Res,.1999; 60(1) 63:7.



Referéncias 52

17.0Okamoto T, Gabrielli MFR, Marcantonio E, Gabrielli MAC. Transplante
autogeno de cartilagem hialina de costela, preservada em glicerina, apos
remocao do pericondrio, para processo malar de ratos. Estudo Histoldgico

(Parte 11). Rev Odontol Univ. S&o Paulo. 1991; 5(2):112-7.

18.0Okamoto T, Yamamoto ME, Sonoda CK. Processo de reparacdo 0ssea
apos osteotomia com instrumento rotatério de alta rotacdo. Rev Bras

Odontol. 1994; 51(1): 21-5.

19.Oklund SA, Prolo DJ, Gutierrez RV, King, SE. Quantitative comparisons
of healing in cranial fresh autografts, frozen autografts, and processed
autografts and allografts in canine skull defects. Clin Orthop Rela Res.

1986; (205):269-91.

20.Piermattei DL, Flo GL. Bone grafting. In: Piermattei DL, Flo GL. Small

animal orthopedics and fracture repair. 3.ed. Philadelphia: Saunders.1997;

147-153.

21.Roger SL. The history of craniotomy. Ann Med Hist. 1930; 2: 495.



Referéncias 53

22.Shena Il CJ. The procurement of cancellous bone for grafting in small
animal orthopedic surgery: a review of instrumentation, technique, and

pathophysiology. J Am Anim Hosp Assoc. 1983; 19:695-701.

23.Simonet WS, Lacey DL, Dunstan CR, Kelley M, Chang MS, Luthy R et
al. Osteoprotegerin: a novel secreted protein involved in the regulation of

bone density. Cell 1997; 89:309-319.

24.Sociedade Brasileira de Nefrologia e Sociedade Brasileira de
Urologia. Transplante renal- manuseio do doador e receptor. Sdo Paulo:

Associacdo Médica Brasileira. 2002,

25. Steiner M, Ramp WK. Short-term storange of freshly harvested bone. J

Oral Maxillofac Surg. 1988; 46(10):868-71.

26.Tanaka FY, Sanches MG, Okamoto T. Implante do composto matriz
organica de 0sso bovino liofilizado, hidroxiapatita absorvivel e aglutinante
em alvéolo dental. Estudo microscopico em ratos. Salusvita.2001;

20(2):113-27.



Referéncias 54

27.Vasconcelos LW O emprego de cirurgias avancadas na viabilizacdo de
implantes. In: Vanzillota PS, Salgado LPS. Odontologia integrada:
atualizacdo multidisciplinar para o clinico e o especialista. Rio de Janeiro:

Pedro Primeiro; 1999; 23-50.

28. Ziccardi VB, Lalikos JF, Sotereanos GC, Patterson GT. Retroperitoneal
hematoma as a Complication of anterior iliac crest harvest: report of

case. J Oral Maxillofac Surg.1992; 50(10):1113-6.



ANexos



Anexo A 57



AnexoB 60

1) Revisao da Literatura

1.1) Enxerto Osseo autdgenos.

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado
por células e um material intercelular calcificado, denominado de matriz Gssea
(Junqueira and Carneiro™, 1995) e dentre as suas funcdes mais importantes esta
a de manter a integridade do esqueleto. Assim, 0 suporte estrutural e homeostasia
de calcio, visto que 99% deste mineral encontrado em todo organismo, esta
presente no tecido 6sseo, o qual atua como um verdadeiro reservatério de célcio.

Do ponto de vista macroscopico, a estrutura 6ssea pode ser classificada
em relacdo a sua densidade em osso cortical (compacto) e medular (trabecular),
uma vez que as caracteristicas histoldgicas s@&o as mesmas (Junqueira and
Carneiro™, 1995). Basicamente encontram-se dois tipos de ossificagdo, a
intramembranosa que se forma a partir de membranas conjuntivas e a
endocondral que se forma ao longo das bordas de uma cartilagem (Junqueira and
Carneiro™, 1995). Apesar da embriogénese, néo existem evidéncias de diferencas
bioquimicas, morfoldgicas ou funcionais entre os ossos de diferentes origens
(Hollinger, et al.?, 1999).

Sabe-se que a neoformacéo 6ssea pode ocorrer a partir de trés estadios,
osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo; e que no caso do 0sso autdogeno
estes estadios ocorrem como uma sobreposicdo de eventos, permitindo auma
formacao 6ssea mais rapida (Garg®,1999).

O estadio da osteogénese ocorre quando o enxerto € suprido de células
capazes de formacgdo dssea (osteoblastos viaveis). A osteoinducdo representa a
capacidade do enxerto de estimular a atividade osteoblastica do tecido ésseo
adjacente (area receptora) com subseqliente neoformacgdo Ossea a partir da
transformacdo de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos pela

acdo de um ou mais agentes indutores. No caso da osteoconducdo, o0 material de
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enxerto 6sseo conduz o crescimento e permite a aposicdo Ossea a partir do
remanescente 6sseo da area receptora (Garg’, 1999).

Os autoenxertos, ou enxertos autdgenos, apresentam vantagens sobre
os demais pela auséncia de imunogenicidade e pela presenca de celulas viaveis
com capacidade osteogénica, mesmo na auséncia de células mesenguimais
indiferenciadas (Schenk', 1994).

As primeiras bases cientificas para estudo dos enxertos 6sseos, foram
demonstradas por Ollier'® em 1867, quando relatou a transferéncia de 0sso e
peridsteo e acreditava que ambos permaneciam vivos, baseado na ostegénese que
0 proprio autor observou no enxerto.

Quase 30 anos mais tarde, em 1893, Barth! foi o primeiro a discordar
de Ollier*?, pois 0 mesmo observou nos seus estudos que Vvarios dias apds a
transferéncia do enxerto 6sseo, este se apresenta sem vitalidade e que somente
com a invasdo gradual de células oriundas do leito receptor, ocorreria 0
repovoamento com células vivas, denominando muito mais tarde e mantido ate
os dias atuais de osteoconducao.

Phemister® (1914) concluiu definitivamente que algumas células
osteogénicas da superficie do enxerto 0sseo sobrevivivam por difusdo de
nutrientes advindos do leito receptor, demonstrando em seu artigo entitulado de
“O transplante de 0sso e 0 poder regenerativo de seus constituintes”.

Braine and Branemark?, em 1980, foram os primeiros a avaliarem o
uso do enxerto 6sseo autdgeno e implantes para reconstrucdo de rebordos
atroficos. A partir deste trabalho, diferentes técnicas de reconstrugcdo tém sido
utilizadas na reabilitacdo de pacientes parcial ou totalmente desdentados que
apresentam deficiéncia ou auséncia de osso alveolar. De um modo geral, podem-
se agrupar estas técnicas nos seguintes procedimentos: técnica de reconstrucao
com enxerto tipo onlay, baseada na fixacdo de grandes blocos 6sseos sobre a
crista do rebordo alveolar; técnica de reconstrucao tipo veneer, onde o enxerto é
posicionado sobre a face vestibular ou lingual, envolvendo ou nédo a crista para

obtencdo de aumentos em altura e espessura; técnica inlay, onde o enxerto é
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posicionado no interior de defeitos 6sseos, normalmente associada a ostectomias
completas maxilares (Triplett'®, 1996), procedimentos de levantamento de seio

maxilar ou fossa nasal (Neyt et al'!. 1997).

1.2) Solugdo de Euro Collins®

Este produto tem aplicacdo com comprovacao cientifica, como solucéo
utilizada para perfusdo gravitacional e/ou estocagem hipotérmica de 6rgdos. Os
protocolos de preservacdo de 6rgdos variam entre as diversas equipes de
transplantes, seja por disponibilidade da solucdo, custos, experiéncia propria,
crenca cientifica ou protocolos de pesquisas. Como solucdo utilizada para
preservacdo de 6rgdo pode-se destacar: solucdo de Belzer da University of
Wisconsin (UW) conhecida como Viaspan cujo pais de origem EUA. Forma de
Apresentacdo. Bolsa/Infusdo. Concentracdo. Fabricante. Dupont Pharma; Euro
Collins (EC); solugdo de Celsior (CS) e Custodiol (HTK). De acordo com o
Projeto Diretrizes intitulado como Transplante Renal-Manuseio do Doador e
Receptor, elaborado pela (Sociedade Brasileira de Nefrologia e Sociedade
Brasileira de Urologia em 30 de setembro de 2002'°) em conjunto com a
Associacdo Médica Brasileira e Conselho Federal de Medicina as solugdes
preconizadas para perfusdo e estocagem de rins a 4 graus centigrados sdo a
solucédo de Euro Collins ou solucdo de Belzer. A solucdo de Euro Collins é um
produto internacional, cuja representacao, producdo e comercializacdo é realizada
pela filial FRESENIUS KABI BRASIL LTDA e em fungdo da sua
disponibilidade, custos e caréncia de dados na literatura referentes a algumas
situacOes especificas de nossa realidade estimula-se a realizacdo deste trabalho de

pesquisa.

1.3) Anticorpos utilizados nas reacdes de imunoistoquimica: a expressdo das
proteinas OPG, RANK e RANKL
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Sabe-se hoje que varias proteinas tém participacdo na diferenciacdo de
células osteoprogenitoras em osteoblastos, bem como na diferenciacdo de
macrofagos em osteoclastos. Estudos direcionados a identificacdo de fatores de
crescimento e de proteinas efetivamente envolvidas no processo de reparacao
0ssea e na regulacdo da atividade osteoblastica/osteoclastica estdo sendo
possibilitados com o surgimento de técnicas como a imunoistoquimica,
hibridizagéo in situ, PCR, etc.

Dentre as proteinas 0sseas identificadas e envolvidas nos processos de
remodelacdo/reabsorcdo d6ssea podemos destacar a Osteoprotegerina (OPG), a
RANKL e RANK como marcadores das atividades celulares dentro da dindmica
da remodelacao 0ssea.

A expressdo destas proteinas vém sendo analisada em bidpsias de
tecido 6sseo de pacientes portadores de enfermidades como mieloma multiplo
(Roux, et al. **, 2002), artrite reumatéide (Hofbauer and Heufelder®, 2001)
desordens osteoclasticas (Helfrich® , 2003) e principalmente no diagnéstico de
osteoporose (Hofbauer and Schoppet’, 2001).

Na membrana dos osteoclastos e em células dendriticas esta presente a
RANK, uma proteina receptora que controla a osteoclastogénese e o
metabolismo do calcio. O ligante da RANK (RANKL) é uma proteina produzida
pelos osteoblastos, células do estroma dsseo e pelos linfocitos T ativados,
podendo promover a reabsorcdo Ossea ao ligar-se a RANK. Sua expressdo é
limitada as areas de reabsorcao 6ssea e linfonodos.

A osteoprotegerina € uma proteina também produzida por osteoblastos
e celulas do estroma 6sseo e que se liga a RANKL, impedindo sua ligacédo a
RANK (Stejskal, et al.'”, 2001). A OPG inibe a osteoclastogénese impedindo a
maturacdo dos osteoclastos. Além do tecido Gsseo, a osteoprotegerina pode ser
detectada em outros tecidos do trato digestivo, coracdo, pulmédo, figado, rim,
cérebro e até cartilagem (Stejskal, et al.'’2001). O grau e a atividade da
reabsorcao 0ssea dependem principalmente do balanco entre a OPG e a RANKL;

fatores que aumentam a expressdo da RANKL na maioria reduzem OPG e vice-
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versa (Stejskal, et al.'’2001). Embora supostamente a osteoprotegerina e a
RANKL possuam muitas outras fungdes no organismo (influéncia na resposta
imune, origem de calcificacbes vasculares e no metabolismo do célcio em geral,
metabolismo das glandulas mamarias durante a gravidez, etc.), estas proteinas
tém sido estudadas principalmente com a finalidade de se analisar a dinamica da
remodelacdo/reabsorcdo que ocorre dentro da homeostasia Ossea. Estudos
mostram que camundongos com deficiéncia na expressdo da OPG apresentam
osteoporose (Bucay, et al.?, 1998). Isto parece ocorrer devido & expressio destas
proteinas, que também tém sido detectadas em células do ligamento periodontal,
sugerindo sua participacdo como moduladores dos processos de reabsorcdo que

ocorrem no periodonto de insercdo (Hasegawa, et al.’, 2002).
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FIGURA11-Ratos (Rattus norvegicus FIGURA 12-Ratos machos com peso corporal

albinus.Wistar) acondicionados em variando entre 250 a 300 gramas.
gaiolas (Biotério e Centro Cirdrgico

Experi-mental ~ “llidio  Teodoro”-

UNESP.

FIGURA 13 - Anestesia por via intramuscular. FIGURA 14-Cloridrato de Ketamina e Cloridrato
de Xilazina.
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FIGURA 15-Tricotomia.

FIGURA 16-Antissepsia com PVPI.

FIGURA 17-Incisdo com lamina 15.

FIGURA 18-Descolamento do retalho
mucoperiostal com descolador de
Molt e Hollemback 3S.

FIGURA 19-Osteotomia com broca trefina
e irrigacdo com foro fisiologico
0,9% .

FIGURA 20-Area osteotomizada.
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FIGURA 21-Remogé&o do osso da calota com
auxilio do Hollemback 3 S.

FIGURA 22-Peca removida. Preservacdo

das meningeas.

FIGURA 23- Acondicionamento em frascos
identificados.

FIGURA 25-Solucéo de Euro Collins.

FIGURA

24-Acondicionamento
fisiolégico 0,9%.

em

SOro

FIGURA 26-Ativador da Solucéo de Euro Collins.
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FIGURA 27-Conservacdo em isopor com gelo.

FIGURA 28- Conservacédo em temperatura
aproximada de 3 graus Centigrados.

FIGURA 29- Pecas acondicionadas para
tramitacdo laboratorial .

FIGURA 30- Pecas lavadas em

orbitario.

agitador

FIGURA 31-Pecas em EDTA com trocas
semanais.

FIGURA 32- Pecas conservadas em solucdo de
sacarose.
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FIGURA 33-Micrétomo de congelac&o. FIGURA 34-Incluséo da peca em sacarose.

FIGURA 35-Corte com espessura delé FIGURA 36-Colocacdo dos cortes em laminas
micrometros. gelatinizadas.

FIGURA 37-Laminas gelatinizadas. FIGURA 38- Secagem das laminas.
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FIGURA 39-Protocolo Imunoistoquimica. FIGURA 40- Lavagem com PBS.

FIGURA 41-Inativacdo da Peroxidase endogena.  FIGURA 42-Ciclos de lavagem.

FIGURA 43-Anticorpo primario. FIGURA 44- Reacdo do anticorpo primario.
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FIGURA 45-Anticorpo secundario. FIGURA 46- Reacgdo do anticorpo secundario.

FIGURA 47-Incubacéo do complexo ABC. FIGURA 48-Revelacéo.

FIGURA 49-Histol6gico em HE.
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FIGURA 1-Grupo Euro Collins 6 horas — OPG (original, 160x, Diaminobenzidina).

FIGURA 2- Grupo Euro Collins 24 horas — OPG, borda da calota (original, 63X,

Diaminobenzidina).



AnexoD 77

FIGURA 3- Grupo soro fisioldgico 6 horas — OPG, meio da calota (original, 63x,

Diaminobenzidina).

FIGURA 7 - Grupo Euro Collins 30 horas (original,) 160x, HE)

FIGURA 4- Grupo seco ambiente 30 horas (original, 63x, HE)
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FIGURA 5 - Grupo imediato — OPG (original, 160x, Diaminobenzidina).

FIGURA 6 - Grupo imediato — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina).
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FIGURA 7 — Grupo seco gelo 6 horas — RANKL, periferia da calota (original, 63x,
Diaminobenzidina).

FIGURA 8- Grupo seco ambiente 6 horas — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina)
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FIGURA 9-Grupo seco ambiente 6 horas — RANK (original, 63x, Diaminobenzidina)

FIGURA 10-Grupo seco ambiente 6 horas — RANKL (original, 63x, Diaminobenzidina)
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FIGURA 11 - Grupo soro fisiologico 6 horas — RANK (original, 160x, Diaminobenzidina).

FIGURA 12 - Grupo Euro Collins 30 horas — OPG (original, 63x, Diaminobenzidina).
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FIGURA 13 - Grupo Euro Collins 30 horas — OPG (original, 160x, Diaminobenzidina).

FIGURA 14-Grupo controle da imuno (original, 63x, Diaminobenzidina).
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FIGURA 15-Grupo imediato (original, 63x, HE).

FIGURA 16-Grupo imediato (original, 160x, HE).
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FIGURA 17- Grupo soro fisiologico 12 horas (original, 63x, HE).

FIGURA 18-Grupo Euro Collins 30 horas (original, 63x, HE)



JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE

Anexo E 86

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

(Para instrugdes em portugués, consulte: www.fob.usp. brirevists.normas.him)

Manuscripts and related correspondence should be
addressed to:

Journal of Applicd Oral Sclence

Facaldade de Odontologia de Bawrn

Servige de Biblioteca ¢ Documentagio

Al e, Octiivio Pinheire Brisalla 9-75

Vila Universitaria

1701291 - BAURL = 5P = BRASIL

Website: hitpziwww. fob.usp.brirevisia

The Journal of Applied Oral Science is published every three months
and its scope is the publication of hasic and applicd stsdies, in English,

The criteria for publication in the Journal are the following:
Chronology of approval of the manuscript
Limsit of number of pages in each issue

Aission

The Joumnal of Applicd Oval Science is commitied in publishing the
scientific and technologic advancements achieved by the denial
community, following the quality indicators and peer reviewed
malerial, with the ohjective of assuring its acceptability at the bocal,
regional, national and international bevels.

Objectives

The primary goal of The Journal of Applied Oral Science is 1o publish
the owlcomes of original investigations and invited literature reviews
in the fickd of Dentistry amd related specialties.

1 = GENERAL GUIDELINES

1.1 The papers sent for publication must be original and the
simulianeous submission 1o other journal, either national or
imernational, is not allowed. The Journal of Applied Oral Science
shall retain the copyright of all papers published, including
translations, yet allowing future reproduction as o transcription,
= provided the source is properly memtioned.
1.2 Only papers written in English language shall be accepted, and
the authors are fully responsible for the teats.
1.3 The JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE has the right to
submit all manuscripes to the Sciemific Committee, which is fully
authorized to settle the convenience of their acceplance, or returm
them fo the authors with suggestions for modifications in the text
andfor for adaptation 1o the editorial rules of the Journal. In this
case, the manuwscript will be reevaluaied by the Publication Commities
and Ednorial Board. The refused manuscripts will be returned 1o the
authors.
1.4 The concepts stated on the papers published are full responsibility
of the authors and do not necessarily reflect the spinion of the
Scientific Committee and Editorial Board,
1.5 The date of receipt of the original paper will be pablished at the
end of the paper in the occasion it is published,
1.6 Each suthor will receive one copy of the Journal. Additional
reprints may be supphied upon request and must be paid by the authors.
1.7 Color illustrations will not be published, unless if absolutely
mecessary and at the discretion of the Editorial Boand. In this case,
the: authors must assume the corresponding costs,

1 = FRESENTATION OF THE MANUSCRIFT

The manuscripts submitted 10 the Journal of Applied Oral Science
showld be written according to the following guidelines of the
Inernational Committes of Medical Journal Editors {Vancouver

Group).

Submission of the manuscript:
21 The manuscripts should be sent in ¥ floppy disks or CD-Rom,

typed in the software Word for Windows {.doc fike), together with 3
(three) hard copies, including 3 sets of black amd white original
illustrations and one digitized copy in accordance with ilem 2.6, The
authors are advised 10 keep a copy of the manuscript and illustrasions.
2.1 The first page of the paper should contain just the following: titke
in Poruguese and English, name of the authors followed by their
main title, complete address of the comesponding author, to whom
comespondence should be sent, phone, fax and email. The subsequest
page shoubd contain the title in Portuguese and English, yet with no
entification of the authors, followed by the paper iself.

2.3 The manuscript should be sent together with a letter signed by ol
authars (Submission Form), assuming fall responsibility for the conlest
of the manuscript submitted to the Journal for publication, which will
be printed on the Journal,

Technical normalization:
2.4 The manuscript shoubd be typed as follows: 1.5 spacing in 1] pt
Arial font, with 3-cm margins al each side, on an A4 paper, adding wp
1o at most 15 pages, inclading the illustrations {graphs, photographs,
tables, elc). The aathors should keep a copy of the manuscript for
possible requests in case the material is losa.
1.5 The illustrations (photographs, graphs, drawings, charts, ete.),
reganded as figures, should be limited 1o the least amount possible and
should be presented in scparate pages at the final of the manuscripl,
consecutively numbered with Arabic numerals according to the ceder
they appear on the text, comaining the number of the illusiration,
the first author's surname and an arrow indicating the 1op of the
figure on its hack, Graphs and drawings should be in black and white or
gray shades,
2.6 Photographs may be sem in original black and white color and
digitized in jpg format with 1 beast 300dpi. These illustrations. shoukd
be provided in separate files and oot inserted in the Word document
when submitied by conventional mail, and sent in aitached files when
senl by email (see ftems 2.1 through 2.5).
1.7 The comesponding legends should be chear, concise and typed =1
the end of the manuscript as a list, preceded by the cormesponding
aumber. The approximate ancas on the text where the illastration
should be imserted must be indscated.
LE The tables should be logically ammanged, consecutively nsmbered
with Arabic numerals, The legend shall be placed on their top
29 Footnotes should be imdicated by an asterisk and restricted io the
leass amount possible,
210 Cutation of the awthors on the text may be performed in two
manmers:
a) Just numeric: ... and interfere with the bacterial system asd
tissie system™, or
by alphanumeric:

one author = Silva™ { 1986)

two awthors - Silva and Carvalho™ ( 1987)

three of mare aathors: Silva, er &l ™ 1989)

Structure of ithe manuscript

OPENING
a)  Heading:
Title of the manuscript and subtithe, if mocessary. Type the
titke and sublitle of the manuscript in English followed by
the title and subtitle in Portuguese,

b)  Abstract: should comprise at most 250 words, bighlighting
the ohjective, materials and methods, results and conclusices.

€} Uniterms: (words or expressions thal identify the comtents
of the manuscript). The amthors are referred to the list of
subjects of the “Index Madicus" and 1o the DeCS {(Descritons
em Ciéncias da Sadde, available on hitpatidecs bvs bef) for
the uniterms in Portuguese



Anexo E 87

JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE i

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

iPara instrugies em portugués, consulte: www.fob.usp.brirevista.normas.him)

a}  Introduction - summary of the rationale and proposal of
the stsdy including just proper referemocs. It should clearly
state the hypothesis of the study.

by Material and Methods — the materials and methods are
presented with enough detail 1 allow confirmation of the
findings. Published methods should be refermed 10 and briefly
discussed. except if modifications were made. Indicate the
statistical methods employed if applicable.

¢} Results — presents the outcomes in bogical sequence in the
text, tabbes and illustrations. Data contained on tables and
illustrations should not be repeated on the text and just
important findings shoubd be highlighted.

d)  Discussion = this should emphasize the new and important
aspects of the study and the resulting conclusions. Any
data or information mentioned on the introduction or
results should not be repeated, Only findings of other
important studies should be reported, The authors should
point out the implications of their findings, as well as their
limitations.

e)  Conclusion{sh (if any}

Abbreviations — the complete term 1o which an abbreviation is defined
should precede its first appearance in the fext, except if it is a standard
unit of measarement.

REFERENCE MATERIAL

a)  Resumo: absiract in Porugeese.

by Unitermas: version of the aniterms in Portuguese.

¢} Acknowledgements (if any) — thank any people who have
significantly contributed to the study. Indicate any grants
received together with the funding agency and the gram
number,

References:

The references must follow the Uniform requirements for manuscripts
submitted 10 Biomedical Journals - Vancouver, JAMA, 1997:277:927-
34,

. All references should be cited on the text, They should be
alphabetically ordered by the sumame of the author and numbered in
increasing order, The order of citation in the text should follow these
numbers. Abbreviations of the titles of the journals cited should Follow
the Index Medicus/MEDLINE, and the LILACS and BBO -
Bitliografia Brasileira de Odomologia.

- Personal communications and uapublished data with no publication
date should not be inclisded in the reference st

- The use of aburacts as references shoald be avoided.

- The names of all authors should be cited up to 6 authors; in case
there are mose authors, the & first authoss should be cited, Tollowed
by the expression et al.

- Al most M) references may be cited.

Examples of references:

Book
Melberg JB, Ripa LW, Leske G5, Fluoride in preventive dentisiry:
theory and clinical applications. Chicago: Quintessence; 1983,

Book chapler

Verbeeck RMH. Minerals in haman enamel amd dentin. In: Driessens
FOM, Woltgens JHM, editors. Tooth development and caries. Boca
Raton : CRC Press; 1986, p.95-152.

Papers published in journals:

Veja KJ. Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated with
an increased risk for pancremobiliary discase. Ann Intern Med 1996
Jum 13 1240010 p9R0-3.

In case the journal cited is continuously numbered, the following
style may be used (the month and number may be omitted
Wenzel A, Fejerskov . Validity of diagnosis of questionable caries
lesions im occlusal surfaces of extracied thind molars. Caries Res
1902: 26: 1BE-93,

Papers with more than & authors:
The first 6 authors are cited, followed by the expression et al.

Parkin DM, Clayton [, Black, RJ, Masuyer E, Friedl HF. Ivanov E,
et al. Childhood - leukemia in Europe after Chermobyl @ 5 years
follow-up, Br J Cancer 1996 73:1006-12.

Papers without authors” names:
Seeing nature through the lens of gender. Science 1995; 260:428-9,

Valume with supplement andfor Special Number:
Ismail A. Validity of caries diagnosis in pat and fissures |abstract n.
1710 J Dent Res 1993; T2(sp. issoek 318,

Entire isswe:
Dental Update, Guildford 1991 JanFeb: 18(1).

Abstracts presented in congresses:

Matsumoto MA, Sampaio Goes FOG, Consolaro A, Nary Filko H.
Andlise clinica e microscdpica de enxertos dsseos autdgenos em
reconstnspies alveolares. In: Anais da 16a. Reunido Anual da Sociodade
Brasileira de Pesquisa Odontoldgica - SBPqDY 1999 set. 8-11: Aguas
de 550 Pedro (SP). S3o Paulo @ SBPqO; 1999, p. 49, resumo A173.

Paper presented in congress and published in journals:
Cefaly DFG, Ribeire LL, Navarro MFL. Effect of time on the
diametral tensile strength of resin modificd glass fonomer cements
Jabstract 50). J Dent Res 1988; 770511149 Japresentada na 141h
Annual Meting of the Brazilian Society for Demal Rescarch, 1997
Sep b-10, Agans de 550 Pedro, 530 Paulo]

Monograph, Dissertation and Thesis:

Pereira AC. Estudo comparativo de diferentes métodos de exame,
wiilizados em odemologia, para diagnistico da cirie demdria. Sao
Paulo: 1995, [Master Dissertation - Faculdade de Saude Publica da
USP).

The awthors are fully responsible for the comectness of the relerences.

3 = ANY QUERIES SHALL BE SOLVED BY THE EINTORIAL
BOARD AND SCIENTIFIC COMMITTEE.

Checklist:
.+ Three copies of the paper, figures and tables. 3 sets of

original black and white photographs o digitized at 300dpi

in separate files in Aif, gil or jpg format:

Manuscript: 1.5 spacing. comprising the references, legends

for figures, tables and figures in separate pages;

Structured abstract with at most 300 words:

References: 1.5 spacing. in alphabetical order, following

the guidelines of the Journal (up to 30);

Tables: 1.5 spacing with legends on lop:

Submisaion form signed by all authors.



	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ABREVIATURAS, FIGURAS E TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS

	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 MATERIAL E MÉTODO
	3 RESULTADOS
	4 DISCUSSÃO
	5 CONCLUSÃO
	6 BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS



