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le Deus

Senhor, ao escrever esta dedicatéria tenho dentro de mim uma alegria imensa por poder
confirmar cada vez mais que minha fé tem fundamentos. Posso dizer que creio em Deus real e
presente em minha vida, que ndo me impediu de sofrer, mas fez com que eu entendesse muito
do que realmente é importante nesta breve existéncia. Sinto que vossas maos me sustentam
nos momentos mais dificeis e me sinto em seu colo quando as forcas dentro de mim ja se
esgotaram. Obrigada por tudo que o Senhor me proporcionou: minha familia, meus amigos,
minha vida. Obrigada por ter nos dado Jesus, como exemplo de mestre, que atraves da sua
humildade, sempre escolheu os que eram rejeitados por suas imperfeigdes por uma sociedade
que também é imperfeita e ter acreditado no crescimento deles. Um mestre que nos ensina que
a caridade deve ser feita sem pretensdes, de forma que a mao direita ndo saiba o que fez a
esquerda. Um mestre que ensina o perdao para que alcancemos o perdao de Deus. Creio em ti
Senhor, e sei que tens sempre 0 melhor para mim. Entrego minha vida em tuas maos, e assim
como fez com Davi, sei que sempre me fortalecera ao enfrentar os Golias da minha vida.

Louvado seja Senhor pelos séculos dos séculos.

“Fu sou aquilo que Deus pensa de mim.”

Santa Teresinha do Menino Jesus
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aBrasilco € meu porto seguro. Quando olho para a senhora, vejo que Nnossos tragcos s&éo muito
parecidos, minha personalidade ¢é forte como a sua e isto me orgulha muito, pois vocé é minha
inspiracdo. Obrigada por ser veiculo de Deus para me trazer ao mundo. Obrigada pelo seu
ventre que me gerou e abrigou, obrigada por ter me ajudado a crescer e me desenvolver,
obrigada por me ensinar o0 voo e me deixar voar, mas, sobretudo obrigada por permitir que eu

volte sempre que minhas asas pesarem.
Pai,

Vocé é meu presente do céu. Deus lhe deu a tarefa de ser meu pai e vocé cumpriu muito bem.
Quanto orgulho sinto de vocé, que sempre falou pouco, mas me ensinou pelos seus exemplos.
Tenho orgulho de saber que suas méos calejadas e sua pele queimada pelo sol sdo provas do
seu amor por mim e pelos meus irmaos, para que nunca nos faltasse nada. Obrigada por
respeitar minha mée e ter ficado conosco quando a doenca se abateu sobre ela. Pai, meu amor
por vocé € tdo grande que faltam palavras para expressa-lo. Obrigada por todo amor e

dedicacdo por mim. Peco a Deus que me possibilite retribuir tudo que fizeste por mim.

“Quando os meus olhos ndo podiam ver
Tua mdo segura me ajudou a andar
Quando eu ndo tinha mais amor no peito
Teu amor me ajudou a amar”

Padre Fdabio de Melo



A0S meus amados irméos, Juliana e Henrique

Juliana,

Minha Tata, digo que tenho o privilégio de ter duas mées. Vocé significa muito na minha
historia, pois sempre fez o possivel e o impossivel por mim. A sua preocupagdo comigo é
admiravel, seu coracdo é imenso. Obrigada por cuidar dos nossos pais enquanto eu me
ausentei, obrigada por me ligar todos os dias e me oferecer seu apoio, obrigada por muitas
vezes sofrer no meu lugar. Tenho orgulho de vocé e agradeco a Deus por ter lhe enviado
como meu anjo da guarda. Espero retribuir toda a sua dedicacao por mim e pela nossa familia.

Vocé é um ser iluminado, que me ensina todos os dias a doacao e o respeito pelo préximo.

Amo vocé, minha melhor amiga!

Henrique,

Obrigada por sonhar meus sonhos comigo, estar presente nas minhas derrotas e vitérias. Amo

VvOCé meu irmao.

€« - A ~ . s . . - »
SO se vé bem com o coracdo, o essencial é invisivel aos olhos

Antoine de Saint - Exupéry
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RESUMO

Caliente EA. Aspirado de medula 6ssea e plasma rico em plaquetas associados ou ndo ao
enxerto de o0sso autégeno no reparo 0sseo de defeitos de tamanho critico criados
cirurgicamente em calvarias de ratos. Estudo histomorfométrico e imunoistoquimico

[dissertacdo]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2016.

Este estudo avaliou a influéncia do aspirado de medula 6ssea (AMO) e do plasma rico em
plaquetas (PRP) associados ou ndo ao enxerto de 0sso autégeno (OA) no reparo 6sseo de
defeitos de tamanho critico (DTC), criados cirurgicamente em calvarias de ratos. 96 ratos
foram divididos em 6 grupos: C, PRP, AMO, OA, PRP/OA e AMO/OA. Um DTC de 5 mm
de diametro foi criado na calvéaria de cada animal. No grupo C, o defeito foi preenchido com
coagulo sanguineo somente. Nos grupos PRP e AMO, o defeito foi preenchido com PRP e
AMO, respectivamente. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com enxerto de OA. Nos
grupos PRP/OA e AMO/OA, o defeito foi preenchido com enxerto de OA combinado com
PRP ou AMO, respectivamente. Os animais foram submetidos a eutanasia aos 10 ou 30 dias
pos-operatdrios. Foram realizadas analises histomorfométrica e imunoistoquimica. A area de
0sso (AO) foi calculada como porcentagem da area total do defeito original. Foram realizadas
reacdes imunoistoquimicas para detec¢do do antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA),
proteinas morfogenéticas dsseas 2/4 (BMP-2/4) e osteocalcina (OCN). As células PCNA-
positivas, BMP-2/4-positivas e OCN-positivas foram quantificadas. Os dados foram
analisados estatisticamente. Aos 10 dias, os grupos OA, PRP/OA e AMO/OA apresentaram
AO significativamente maior que o controle; e o0 grupo PRP/OA apresentou maior AO, bem
como numeros significativamente maiores de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas,
que o grupo OA. Aos 30 dias, os resultados favoraveis dos grupos OA, PRP/OA e AMO/OA

no reparo 6sseoo foram também observados, e o grupo AMO/OA apresentou maior AO, bem



como numero significativamente maior de células OCN-positivas que o grupo OA. Além
disso, o grupo AMO apresentou AO significativamente maior que o controle e similar a dos
grupos OA e PRP/OA, mas menor que a do grupo AMO/OA. O grupo AMO apresentou
nameros significativamente maiores de células PCNA-positivas, BMP-2/4-positivas e OCN-
positivas que os grupos controle e PRP/OA. Pode-se concluir que, aos 10 dias, a associa¢ao
PRP/OA proporcionou maior AO em DTC em calvarias de ratos quando comparada ao
controle ou a cada terapia Unica; enquanto que, aos 30 dias, a associagdo AMO/OA foi a que
promoveu maior AO que o controle ou cada terapia Unica. A terapia Unica com AMO
promoveu AO semelhante aquela obtida com a terapia Unica com enxerto de OA aos 30 dias.
Diferengas significativas na AO ndo foram observadas entre os grupos tratados com PRP/OA
ou com AMO/OA em ambos os periodos de analise; contudo, um reparo 6sseo mais avancado

foi observado no grupo AMO/OA aos 30 dias.

Palavras-chave: Medula 6ssea. Plasma rico em plaquetas. Celulas-tronco. Regeneracéo

Ossea. Transplante 0sseo. Ratos.



ABSTRACT

Caliente EA. Bone marrow aspirate and platelet-rich plasma combined or not with
autogenous bone graft on bone healing. A histomorphometric and immunohistochemical

study [dissertation]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2016.

This study evaluated the influence of bone marrow aspirate (BMA) and platelet-rich plasma
(PRP) combined or not with the autogenous bone (AB) graft on bone healing in surgically
created critical-size defects (CSD) in rat calvaria. 96 rats were divided into 6 groups: C, PRP,
BMA, AB, PRP/AB and BMA/AB. A 5 mm diameter CSD was created in the calvarium of
each animal. In Group C, the defect was filled by blood clot only. In groups PRP and BMA,
the defects were filled with PRP and BMA, respectively. In Group AB, the defect was filled
with AB graft. In groups PRP/AB and BMA/AB, the defect was filled with AB graft
combined with PRP or BMA, respectively. Animals were euthanized at either 10 or 30 days
postoperative. Histomorphometric and immunohistochemical analyses were performed. Bone
area (BA) was calculated as a percentage of the total area of the original defect. Proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), bone morphogenetic protein 2/4 (BMP-2/4) and osteocalcin
(OCN) immunohistochemical staining were performed. PCNA-positive, BMP-2/4-positive
and OCN-positive cells were quantified. Data were statistically analyzed. At 10 days, groups
AB, PRP/AB and BMAJ/AB presented significantly greater BA than control; and group
PRP/AB presented greater BA, as well as significantly higher numbers of PCNA-positive and
BMP-2/4-positive cells than group AB. At 30 days, the favorable results of groups AB,
PRP/AB and BMA/AB on bone healing were also observed; and group BMA/AB presented
greater BA, as well as significantly higher number of OCN-positive cells than group AB. In
addition, group BMA presented significantly greater BA than control and similar to groups

AB and PRP/AB but lower than group BMA/AB. Group BMA presented significantly higher



numbers of PCNA-positive, BMP-2/4-positive, and OCN-positive cells than control and
PRP/AB. It can be concluded that, at 10 days, the combination of PRP/AB promoted greater
BA in CSD in rat calvaria when compared to control or either treatment alone; while, at 30
days, the combination of BMA/AB promoted greater BA than control or either treatment
alone. The treatment with BMA only yielded BA similar to that obtained with the treatment
with AB graft only at 30 days. Significantly differences in BA were not observed between
groups treated with PRP/AB or BMA/AB at both periods of analysis; however, a more

advanced bone healing process was observed in group BMA/AB at 30 days.

Keywords: Bone marrow. Platelet-rich plasma. Bone transplantation. Stem cells. Bone

regeneration. Rats.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Lista de Figuras

Células, isoladas da medula 6ssea de ratos, plaqueadas para verificacdo da
capacidade de aderéncia ao pléastico das mesmas. 7 dias de cultura: células
com aspecto fibroblastéide aderidas ao plastico e células autofluorescentes
ndo aderidas (A); 14 dias de cultura: células com prolongamentos maiores,
citoplasma mais abundante e menor autofluorescéncia (B); 21 dias de
cultura: células com citoplasma abundante, com aspecto fibrilar e presenga
de matriz extracelular (C). Aumento original de 400x.

Células isoladas da medula Ossea de ratos submetidas a diferentes meios
indutores, para a verificacdo da capacidade de diferenciacdo das mesmas
em tri-linhagem. Controle negativo (A). Diferenciacao adipogénica: intensa
trama de células fibroblastoides, com presenca evidente de vacuolos com
lipideos no interior. Coloracdo citoquimica Oil red O® (B). Diferenciacao
condrogénica: células arredondadas, citoplasmas abundantes, ndcleos bem
corados e um discreto aro mais claro perinuclear formando ndcleos
isogénicos. Coloracdo com Azul de Toluidina (C). Diferenciacdo
osteogénica: depositos exagerados de calcio em marrom. Aspecto de tapete
celular confluente, sem espacos livres com deposicdo de célcio de forma
heterogénea, porém uniformemente distribuido em toda cultura. Coloracéo
com Alizarin red® (D). Aumento original 200x.

Visbes panoramicas dos defeitos cirtrgicos aos 10 dias pos-operatérios.
Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D);
PRP/OA (E) e AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 pm.

Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; AMO, aspirado
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Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

de medula 6ssea; OA, 0sso autdgeno.

Visdes panoramicas dos defeitos cirargicos aos 30 dias pds-operatorios.
Fotomicrografia dos grupos Controle (A); PRP (B); AMO (C); OA (D);
PRP/OA (E) ¢ AMO/OA (F). H&E. Barra de escala = 500 pm.
Abreviaturas: C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; AMO, aspirado
de medula 6ssea; OA, 0sso autdgeno.

Visdes detalhadas dos defeitos cirdrgicos aos 30 dias poOs-operatorios.
Fotomicrografia dos grupos OA (A) e AMO/OA (B). H&E. Barra de escala
= 30 wm. Abreviaturas: OA, osso autogeno; AMO, aspirado de medula
0ssea.

Médias e desvios-padrdo da Area de Osso (AO), com comparacdes inter-
grupos aos 10 dias pos-operatorios.

Médias e desvios-padrdo da Area de Osso (AO), com comparagdes inter-
grupos aos 30 dias pos-operatorios.

Imunomarcagdes para PCNA, BMP 2/4 e OCN no defeito cirurgico, aos 30
dias pos-operatérios. Fotomicrografias mostrando células PCNA-positivas
(cabeca de seta preta) nos grupos Controle (A) e AMO/OA (B).
Fotomicrografias mostrando células BMP 2/4-positivas (cabeca de seta
vermelha) nos grupos Controle (C) e AMO/OA (D). Fotomicrografias
mostrando células OCN-positivas (cabeca de seta azul) nos grupos
Controle (E) e AMO/OA (F). Barra de escala = 40 um. Abreviaturas: C,
controle; AMO, aspirado de medula 6ssea; OA, 0sso autdgeno; PCNA,
antigeno nuclear de proliferacdo celular; BMP 2/4, proteina morfogenética
Ossea 2/4; OCN, osteocalcina; TO, tecido 6sseo; TC, tecido conjuntivo; VS,

vaso sanguineo.
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Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Lista de Tabelas

Porcentagens médias (+ desvios-padrdo) de células positivas para cada marcador
nas amostras de AMO dos grupos AMO e AMO/OA aos 10 e 30 dias poés-

operatérios.

Médias e desvios-padrdo das células PCNA-positivas, BMP2/4-positivas e OCN-

positivas aos 10 dias pds-operatdrios, com comparacao inter-grupos.

Médias e desvios-padrdo das células PCNA-positivas, BMP2/4-positivas e OCN-

positivas aos 30 dias pds-operatorios, com comparagdo inter-grupos.
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Resumo

Este estudo avaliou a influéncia do aspirado de medula 6ssea (AMO) e do plasma rico em
plaquetas (PRP) associados ou ndo ao enxerto 6sseo autdégeno (OA) no reparo 6sseo de
defeitos em calvarias de ratos, divididos em 6 grupos segundo os tratamentos: C (controle),
PRP, AMO, OA, PRP/OA e AMO/OA. Eutanasia realizada aos 10 ou 30 dias pos-operatorios.
A area de 0sso (AO) foi calculada como porcentagem da area total do defeito original. Foram
realizadas reagdes imunoistoquimicas para detec¢do do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA), proteinas morfogenéticas 0sseas 2/4 (BMP-2/4) e osteocalcina (OCN).
Células imunopositivas foram quantificadas. Aos 10 dias, os grupos OA, PRP/OA e
AMO/OA apresentaram maior AO que o controle; e o grupo PRP/OA apresentou maiores AO
e numeros de células PCNA-positivas e BMP-2/4-positivas que o grupo OA. Aos 30 dias, 0s
resultados favoraveis dos grupos OA, PRP/OA e AMO/OA foram mantidos, e 0 grupo
AMO/OA apresentou maiores AO e nimero de células OCN-positivas que o grupo OA. O
grupo AMO apresentou AO similar a dos grupos OA e PRP/OA, mas menor que do grupo
AMO/OA. Conclui-se que, aos 10 dias, a associagdo PRP/OA proporcionou maior AO que 0
controle ou cada terapia Unica; aos 30 dias, a associacdo AMO/OA foi a que promoveu maior
AO. A terapia com AMO promoveu AO semelhante aquela obtida com OA. Diferencas
significativas na AO ndo foram observadas entre os grupos PRP/OA ou AMO/OA em ambos
os periodos; contudo, reparo 6sseo mais avancado foi observado no grupo AMO/OA aos 30
dias.

Palavras-chave: Medula 6ssea; plasma rico em plaquetas; células-tronco; regeneracgao 6ssea;

ratos; transplante 6sseo.
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INTRODUCAO

Ha interesse crescente no potencial terapéutico de células derivadas da medula éssea para
aplicacdes da engenharia tecidual. O cultivo de células tronco mesenquimais (CTM) com o
objetivo de promover o reparo 6sseo é uma abordagem promissora,* porém requer instalacoes
especiais, consome tempo e é oneroso. Com o objetivo de simplificar o uso dessas células, o
aspirado de medula 6ssea (AMO) foi proposto como uma fonte viavel de CTM.** Somente
poucos estudos in vivo avaliaram o uso do AMO no reparo 6sseo, sozinho*® ou combinado
com enxertos 6sseos ou biomateriais,>* ® demonstrando resultados promissores.

O AMO tem sido utilizado combinado a enxertos 0sseos alégenos e xendgenos ou
biomateriais para promocao do reparo 6sseo0.>*° Segundo 0 nosso conhecimento, a
associacao do AMO a enxertos de 0sso autdgeno (OA), considerado o0 “padrdo-ouro” na
reconstrucdo 0ssea, ainda ndo foi avaliada. Esta associacao terapéutica teria o potencial de
apresentar resultados sinérgicos muito vantajosos no reparo 6sseo, principalmente nos casos
em que sdo utilizados enxertos de OA cortical que apresentam nimero de células muito
menor e revascularizacdo, reabsorcao e remodelacdo mais lentas que os enxertos de 0sso
medular de crista ilfaca.™

A regeneracdo 0ssea é um processo complexo, que in vivo, requer a apresentacao altamente
coordenada de estimulos bioquimicos para promover 0s varios estagios da angiogénese e
osteogénese.'* As plaquetas contém diversos fatores de crescimento (FC) e citocinas que
desempenham papel fundamental na inflamacgao e reparo 6sse0.**™* Em 1998, Marx et al.*
propuseram o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) aut6logo como técnica economicamente
vidvel para obter-se alta concentragdes de FC, no intuito de otimizar o processo de reparo de
enxertos 0sseos. Outros estudos avaliaram os efeitos do PRP associado a enxertos de OA,
demonstrando resultados positivos muito promissores em relacdo a formagédo e maturagao

6sseas.>*® Contudo, em alguns outros estudos, a adicdo de PRP nio resultou em beneficios
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adicionais no reparo de enxertos de AO.?># Assim, estudos adicionais ainda s&o necessarios
para melhor compreensdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos no reparo de enxertos de
OA associados ao PRP.

Tanto a utilizacdo do AMO como a do PRP, associados a enxertos 0sseos e biomateriais,
apresentam vantagens e desvantagens na pratica clinica. Até o presente, somente informacdes
fracionadas estdo disponiveis na literatura cientifica sobre o AMO, o PRP e suas associagdes
com enxertos 0sseos. Portanto, o propdsito deste estudo foi avaliar a influéncia do AMO e do
PRP, associados ou ndo ao enxerto de OA, no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico

(DTC), criados cirurgicamente em calvarias de ratos.
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