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Resumo

Introdugdo: a regeneracdo e o reparo de tecidos 6sseos perdidos é objeto de estudo da Bioengenharia Tecidual. O uso de biomateriais
substitutos 6sseos biomiméticos visa estimular os sistemas celulares e bioquimicos para restabelecer de modo mais eficiente o tecido
bsseo nos casos de sua reconstrugdo. Ao investigar o processo de remodelagdo, € vital identificar areas de novo crescimento para avaliar
a eficdcia dos biomateriais implantados e respectivos regimes de tratamento. A avaliagdo qualitativa e quantitativa da regeneragdo 6ssea
pode ser realizada através da aplicagdo de marcadores como o Xilenol, a Tetraciclina, a Calceina e a Alizarina. A administragdo desses
marcadores de forma associada possibilita ainda marcar sequencialmente camadas de nova deposigdo e remodelagdo durante o reparo.
Objetivo: estabelecer um protocolo para utilizagdo dos marcadores fluorescentes de reparo 6sseo xilenol, tetraciclina, calceina e alizarina,
em ratos. Metodologia: foram utilizados 35 ratos da linhagem Wistar, machos adultos, com massa corpérea entre 350 e 400g, e idade
aproximada de 4 a 5 meses, distribuidos randomicamente em 5 grupos experimentais, submetidos a confec¢do de defeito 6sseo circular
de 8 mm em regido de calvaria, e administragdo dos diferentes marcadores segundo os grupos; XO — Xilenol; Ca — Calceina; Al - Alizarina;
Te — Tetraciclina; C— Controle. Ap6s 15 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e as calvarias processadas e analisadas por
histomorfometria, microscopia de epifluorescéncia e microscopia de fluorescéncia. Resultados: todos protocolos empregados para
utilizagdo dos marcadores fluorescentes xilenol, calceina, alizarina e tetracicilina foram Uteis para identificar drea de deposi¢do mineral
durante o periodo analisado de regeneracdo dssea em ratos. As imagens obtidas pela microscopia de fluorescéncia revela a presenga
dos marcadores incorporados a matriz 6ssea neoformada, no entanto a utilizagdo da Alizarina e Calceina dentro dos protocolos testados
mostraram-se mais eficientes. Conclusdo: os protocolos testados nesse estudo apresentaram-se vidveis para utilizagdo em pesquisas
envolvendo marcadores de regeneragdo dssea, com resultados superiores para Alizarina e Calceina.

Palavras-Chaves: Regeneragdo Ossea. Corantes Fluorescentes.

Abstract

Introduction: The regeneration and repair of lost bone tissues is the subject of a study of Tissue Bioengineering. The use of biomimetic
biomaterial bone substitutes aims to stimulate the cellular and biochemical systems to restore more efficiently the bone tissue in
the cases of its reconstruction. When investigating the remodeling process, it is vital to identify areas of new growth to evaluate the
efficacy of implanted biomaterials and their treatment regimens. The qualitative and quantitative evaluation of bone regeneration can
be performed through the use of markers such as Xylenol, Tetracycline, Calcein and Alizarin. The administration of such markers in an
associated manner also makes it possible to sequentially mark layers of new deposition and remodeling during the repair. Objective:
to establish a protocol for the use of fluorescent xylenol, tetracycline, calcein and alizarin bone repair markers in rats. Metodology:
thirtyfive male adult Wistar rats with a body mass ranging from 350 to 400 g and approximately 4 to 5 months old were randomly
assigned to 5 experimental groups submitted to a circular bone defect of 8 mm in the region of calvaria, and administration of the different
markers according to the groups; XO — Xylenol; Ca — Calcein; Al-Alizarin; Te — Tetracycline; C — Control. After 15 days of experiment, the
animals were euthanized and the calvaria processed and analyzed by histomorphometry, epifluorescence microscopy and fluorescence
microscopy. Results: all protocols used for fluorescence markers xylenol, calcein, alizarin and tetracycline were useful to identify area of
mineral deposition during the analyzed period of bone regeneration in rats. The images obtained by fluorescence microscopy revealed
the presence of the markers incorporated into the neoformed bone matrix, however the use of Alizarin and Calcein within the protocols
tested were more efficient. Conclusion: the protocols tested in this study were feasible for use in research involving markers of bone
regeneration, with superior results for Alizarin and Calcein.

Key Words: Bone Regeneration. Fluorescent Deys.

INTRODUCAO

A avaliagdo qualitativa e quantitativa do uso de bio-
materiais no reparo 6sseo pode ser realizada através de
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diversas técnicas que percorrem desde a microscopia de
luz comum até a difracdo com radiacdo ibnica (CAMINHA,
2012). Dentre estes, a microscopia de fluorescéncia permite
visualizar a distribuicdo espacial dos marcadores ésseos
num sistema bioldgico, assim como, observar alteragdes
na intensidade ao emitirem fluorescéncia apds absorgao
de energia ultravioleta (MARCHI; CASTRO, 2005).
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O uso de marcadores fluorescentes permite identificar
a direcdo e localizacdo topografica da neoformacgdo dssea.
Além disso, a associacdo de marcadores fluorescentes
tem sido promissores em estudos envolvendo a analise
do reparo dsseo, uma vez que sdo capazes de marcar se-
guencialmente camadas de nova deposi¢do e remodelagdo
Ossea durante o mecanismo de reparo (STUART; SMITH,
1992). Esta marcagdo ocorre durante o processo de mine-
ralizacdo devido a incorporagdo dos marcadores a matriz
Ossea por meio da unido aos ions de célcio por quelagdo
(NKENKE et al., 2002).

Embora as propriedades fluorescentes dos marcadores
Xylenol Orange, Tetraciclina, Calceina e Alizarina sejam
amplamente aceitas no reparo 6sseo, mais estudos sdo
necessarios para estabeler protocolos que sejam vidveis
para a utilizagdo experimental dos fluorocromos no campo
de pesquisas de bioengenharia tecidual dssea.

REVISAO DE LITERATURA

O osso apresenta grande potencial regenerativo
espontaneo e esta em constante remodelagdo de sua mi-
croestrutura (YANG et al., 2014), entretanto, tal potencial
reparativo apresenta limitagGes especialmente em defeitos
Osseos criticos. Nesses defeitos e em situagdes em que haja
quebra da homeostase, ha danos funcionais ou estéticos
que limitam a qualidade de vida do individuo. Tais situa¢des
ocorrem em regides com extenso comprometimento da
malha vascular, em anomalias de desenvolvimento, doen-
¢as sistémicas degenerativas, em disturbios metabdlicos,
em tumores ésseos, traumas ou infec¢des e nas lesdes
Osseas extensas em que o reparo da lesdo leva a formacgao
de tecido conjuntivo fibroso cicatricial (BOROJEVIC, 2008).

Os materiais biomiméticos com propriedades similares
ao tecido ésseo apresentam grande interesse, ndo apenas
em fungdo de suas propriedades mecanicas e elasticas, mas
também devido a ampla utilizacdo que poderiam alcangar
a regeneragdo 6ssea (ROLIM, 2013). Nesse contexto, um
dos focos da bioengenharia tecidual encontra-se na criagao
de biomateriais nanoestruturados, uma vez que o 0sso é
naturalmente nanoestruturado. Estes biomiméticos sao
construidos a partir de conceitos inspirados na natureza
e devem ser capazes de estimular os sistemas celulares e
bioquimicos para restabelecer de modo mais eficiente o te-
cido ésseo nos casos de sua reconstrugdo (AZAMI; RABIEE;
MOZTARZADEH, 2010). A expectativa, portanto, é que esses
materiais tenham performances superiores, principalmente
em trabalhos de reconstrugdo tridimensional em defeitos
criticos (ROLIM, 2013).

Os materiais nanoestruturados sdo muito complexos
e o processo bioldgico que ocorre apds a implantagdo
destes materiais em defeitos criticos ainda precisa ser
melhor compreendido. N3o esta claro como os biomate-
riais nanoestruturados sao incorporados ao tecido 6sseo
neoformado, e desse modo, a administragao de marcadores
fluorescentes, distinguiveis pela cor por meio da Micros-
copia de Fluorescéncia (MF), torna-se um meio promissor

quando associado ao uso de biomateriais, para avaliagao
do reparo tecidual dsseo induzido.

A presenca destes marcadores, em determinado sitio,
pode indicar o local, o tempo e a quantidade de deposicao
Ossea, portanto a implantagcdo de biomateriais associados
a administracdo de marcadores fluorescentes permite
identificar, em alguns pontos bioldgicos, se ainda existe e
a localizagdo de fragmentos do biomaterial na regido do
reparo. Sabe-se que estes fragmentos alteram as proprie-
dades mecanicas do tecido neoformado, logo o uso desses
marcadores permite ainda compreender de que forma
ocorre a deposicdao do tecido mineralizado e o processo
de remodelacdo (MAEDA, 2013).

A Microscopia de Fluorescéncia (MF) é uma técnica
muito eficaz para otimizar a captagdo de imagens em
pesquisas direcionadas ao tecido dsseo, as quais ndo
sdo possiveis de se observar com microscopios épticos
tradicionais (YANG et al., 2014). O objetivo da utilizagdo
desta técnica é detectar corantes fluorescentes ligados
a biomoléculas do tecido dsseo analisado. A distribui¢do
dos marcadores fluorescentes pode ser identificada com
precisdo pela luz emitida devido a radiacdo eletromagné-
tica emitida pelas moléculas que absorveram a excitagdo
primaria (MARTIN et al., 2002).

Para os principios de excitagdo e emissao de fluoréfo-
ros, detecgao de fluorescéncia e a descricdo dos mecanis-
mos de microscopia de fluorescéncia, o artigo de Lichtman
e Conchello sdo recomendados para leitura adicional (LI-
CHTMAN; CONCHELLO, 2005). Em resumo, fluorocromos
contém fluoréforos que sdo moléculas com propriedades
fluorescentes. Fluoréforo portanto é um grupo funcional
da molécula que absorvera energia de um comprimento
de onda especifico e posteriormente a emitird em um ou-
tro determinado comprimento de onda maior dentro do
espectro da luz visivel. Para isso, todas as fontes de luz dos
microscépios de fluorescéncia precisam emitir uma ampla
faixa de comprimentos de onda, incluindo ultravioleta e luz
visivel azul, que sdo os comprimentos de onda de interesse
na microscopia de fluorescéncia (VONESCH et al., 2006).

Os fluorocromos, quando ligadas a ions de célcio, po-
dem ser incorporada em locais de mineraliza¢do na forma
de cristais de hidroxiapatita. Isso significa que a marcagdo
fluorescente indicara todos os locais de formagdo dssea ou
deposicdo de dentina, além de cartilagem hipertréfica na
placa de crescimento (TAGUE; SCHULTZ; MILLER, 2002). A
mineralizagdo de superficies dsseas neoformadas sdo co-
mumente identificadas com o uso da tetraciclina e outros
agentes fluorescentes, como a calceina, alizarina e xilenol.
A taxa de aposicdo éssea na formagao de osso novo pode
ainda ser calculada quando é empregada uma sequéncia
policromada por administragdo in vivo de agentes fluo-
rescentes e avaliados por Microscopia de Fluorescéncia.
(YANG et al., 2014).

A tetraciclina faz parte de um grupo de antibidticos,
policetonicos de largo espectro produzido pelas actino-
bactérias do género Streptomyces. E um inibidor da sin-
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tese protéica em procariotos. Nos eucariotos é absorvida
pelos ossos, por formar quelatos insoltveis com calcio,
zinco, aluminio e ferro, por isso é usada como marcador
de crescimento ésseo (FONSECA, 2007).

Outro marcador muito utilizado é a calceina, um éster
lipofilico ndo fluorescente que se difunde no meio celular
passivamente e transforma-se em calceina fluorescente
por esterases intracelulares. A calceina livre insoluvel,
quando hidrolisada, em meio lipidico e com alta carga
negativa, é aprisionada dentro de células com membranas
intactas torna-se fluorescente a um comprimento de onda
de 530 nm (FONSECA, 2007). Este é um marcador cuja
ligagdo com o grupamento acetoximetil impede a emissao
de fluorescéncia pelo bloqueio dos sitios de ligagdo com
o calcio. Ao penetrar nas células, as enzimas esterases,
ativas apenas em células vivas, clivam a ligagdo com o
grupamento AM. A calceina livre conjuga-se ao calcio
intracelular e passa a emitir fluorescéncia, com colora-
¢do verde, quando estimulada pela radiagao ultravioleta
(CASTRO, 2011).

Aalizarina é caracterizado por uma coloragdo verme-
Iho amarronzada. Este marcador é utilizado em ensaios
bioquimicos para determinar quantitativamente, por
calorimetria, a presenca de deposi¢do calcificada por
células de linhagem osteogénica. Além disto, é utilizado,
também, como um marcador histoquimico de calcio, em
células de linhagem ndo osteogénica e um indicador de pH
no intervalo da colorimetria. (VERMA; KATTI; KATTI, 2010)

O xilenol é um corante fluorescente vermelho, ligante
ao calcio, capaz de marcar a deposi¢ao de 0sso novo em
superficies de neoformacdo éssea (ZHANG et al., 2012).
A fluorescéncia deste marcador entra em contraste com a
fluorescéncia de outros corantes conhecidos, permitindo,
desta forma, a identificacdo de regiGes com sintese de
matriz 6ssea em periodos distintos. Além disto, os locais
de marcacdo fluorescente sdo os mesmos para o xylenol,
tetraciclinas e calceina (RAHN; PERREN, 1971). Por isto,
este marcador tem sido utilizado para avaliar o reparo
tecidual decorrente da implantagdao de biomateriais em
diferentes pesquisas. As camadas formadas pelos marca-
dores possibilita a comparagdo do processo de formagao
dssea dinamico no peridsteo, e nas regides de osso cortical
e esponjoso (GRASSER, 1997).

A associa¢do de marcadores permite observar a
evolugdo da formacdo de novos tecidos mineralizados
(OTTONI; CHOPARD, 2004; SALMON, 2004). Essa associa-
¢do entre diferentes marcadores apds a implantagdo de
biomateriais tem permitido avaliar o tecido ésseo proximo
a superficie do implante (IYAMA et al.,1997). Entretanto,
esta associagdo precisa ser melhor investigada. Segundo
Kim et al. (2012) ao avaliarem a taxa de aposi¢dao mineral
com a administracdo de calceina e XO, em ratos observa-
ram reducdo de formacdo de novo osso e da remodelagdo.

Conforme Barros (2009), a calceina verde, a alizari-
na, a oxitetraciclina e a calceina azul sdo fluorocromos
com expressao colorimétrica diferentes, por isso podem
promover informacGes sequenciais sobre o tecido ésseo,
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como neoformacdo e remodelacdo, quando administra-
das intercaladamente durante diferentes estagios do
processo de cicatrizagdo.

Para que a utilizacdo do protocolo de associagdao
dos marcadores fluorescentes seja confidvel no campo
da engenharia tecidual dssea, é necessario avaliar o uso
isolado de marcadores fluorescentes na neoformacao
Ossea nas diferentes faixas de coloragdo, por Microscopia
de Fluorescéncia. Assim, o estabelecimento de protocolos
individualizados dos fluorocromos xilenol, tetraciclina,
calceina e alizarina que sejam viaveis a avaliacdo da ne-
oformacdo dssea pode fornecer aplicabilidade para uso
dos fluorocromos isolados ou combinados nas pesquisas
de bioengenharia tecidual dssea.

METODOLOGIA

Este pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em
Pesquisas no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) sob registro de n® 94/2016, e
utilizou protocolos estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), bem
como as Normas Nacionais de Biosseguranca e as diretri-
zes do Instituto Nacional de Saude para o cuidado e uso de
animais de laboratdrio (Publicagdo n 2 85-23, Rev. 1985).

AMOSTRA

A amostra deste estudo foi composta por 25 ratos da
linhagem Wistar, machos adultos, com massa corpdrea
entre 350 e 400g, e idade aproximada de 4 a 5 meses, for-
necidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS). Durante todo o experimento os
animais foram mantidos em caixas plasticas autoclavadas,
forradas com maravalha autoclavada; alimentados com
ragdo Nuvital® (CR-1) e dgua ad libitum.

Para estabelecimento do protocolo do uso de marca-
dores fluorescentes, os animais foram randomicamente
distribuidos em 5 subgrupos (Quadro 1):

Quadro 1 —Numero de animais de acordo com o grupo e ponto
bioldgico.

L':f‘;fs GRUPOS 15 DIAS
XO: confecgdo do defeito dsseo e 7
8 mm administracdo do Xylenol Orange
Ca: confecgdo do defeito dsseo e 7
administracdo de Calceina
Al: confeccdo do defeito dsseo e administragdo 7
de Alizarina
Te: confecgdo do defeito dsseo e administragdo 7
de Tetraciclina
C: confecgdo do defeito dsseo (grupo controle) 7
Total de animais 35

Fonte: Autoria prépria

Nos grupos XO, Ca, Al e Te, cada marcador sera apli-
cado duas vezes em cada animal, em periodos de 2 e 7
dias antes de cada ponto bioldgico avaliado (Figura 1).
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Figura 1 — apresentag¢do esquemdtica da aplicagdo de cada
marcador

Dia 00 02 07 1
1 1 1

¥, ]

22 aplicacio euntanisia
do marcador

cirurgia 1* aplicacio
do marcador

Fonte: Autoria prépria

PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirurgico foi realizado no Biotério
da Universidade Estadual de Feira de Santana sob a
supervisdo de equipe treinada e capacitada. A principio,
os animais foram submetidos a sedac¢do e anestesia ge-
ral com injecdo intramuscular de cloridrato de xilazina
(0,04mL/100g de peso corporal) e cloridrato de quetamina
(0,1mL/100g de peso corporal). Em seguida, os animais
foram posicionados em decubito ventral, tricotomizados

em regido de calvaria e submetidos a antissepsia do cam-
po operatdério com alcool iodado.

Atécnica cirdrgica empregada na confecgdo dos defei-
tos ésseos seguiu o protocolo semelhante ao descrito por
Takagi, Urist, 1982 e Rolim, 2013. Nesta técnica, o acesso
cirdrgico a por¢dao mediana da calvaria é obtido com uma
incisdo cutanea semilunar com aproximadamente 3 cm
de extensdo, mediante a utilizacdo de lamina de bisturi
n2 15; seguida da exposi¢cdo do peridsteo e sua remogao
para exposicao do tecido dsseo. Posteriormente, o defeito
dsseo circular ndo critico (para os grupos XO; Ca, Al e Te)
foi transfixado com aproximadamente 8,5 mm de diame-
tro na por¢dao mediana da calvdria, entre os vértices da
sutura anterior (coronal) e posterior (lambdoidea). Para
isto, serdo utilizadas fresas trefinas (Dentoflex®) com 8,0
mm de didmetro, montadas em contra angulo (Driller®)
com redugdo de 16:1, acoplado em motor para implante
(Driller®), a 1500 rpm, sob irrigacdo constante com solu-
¢ao fisioldgica (Figura 2).

Figura 2 — (a) desenho esquemdtico do defeito critico na por¢do mediana da calvdria (b) confecgcdo do defeito 6sseo com fresa

trefina (c) Defeito ésseo critico confeccionado.

X

Fonte: Autoria propria

Durante dois dias pds-cirurgicos, os ratos foram sub-
metidos a analgesia com acetaminofeno (Paracetamol,
Tylenol® gotas, 200mg/mL), com dosagem de 80mg/kg/
dia diluido na dgua, pois apesar de ser um antiinflamatdrio
de baixo efeito, estudos anteriores relatam que o mesmo
ndo interfere no reparo dsseo. (BERGENSTOCK et al., 2005;
FERRY et al., 2007)

Os marcadores foram administrados por via intraperi-
toneal dois e sete dias antes do ponto biolégico. Apds 15
dias de pds-operatorio, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento de anestesia com inje¢do intraperitoneal
de Tiopental (100 mg/Kg) associado a um anestésico local
(lidocaina, 10mg/ml). Este método estd de acordo com as
Diretrizes de Pratica da Eutanasia do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal de 2013, e com
os métodos estabelecidos na Resolu¢do 1.000/ 2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

MARCADORES FLUORESCENTES

Os marcadores fluorescentes utilizados neste estu-
do foram o Xylenol Orange (Sigma-Aldrich®), a Calceina
(Sigma-Aldrich®), a Alizarina (Sigma-Aldrich®) e a Tetraci-
clina (Sigma-Aldrich®). O procedimento de aplicagdo dos

marcadores fluorescentes utilizados neste experimento,
referente a via de administragdo, sequéncia e dosagem
média (por peso corporal), baseou-se em estudos anterio-
res, 0s quais utilizaram os mesmos marcadores em ratos
Wistar. (BEOLCHI, 2009; MAEDA, 2013; O’BRIEN; TAYLOR;
LEE, 2002; PAUTKE et al., 2005, 2007). Os fluorocromos
foram administrados por via intraperitoneal, conforme
a seguinte ordem e dosagem: Xylenol Orange, 90mg/
kg; Calceina, 15mg/kg; Alizarina, 30mg/kg; Tetraciclina,
25mg/kg. Foram realizadas administrag6es duplas destes
marcadores de acordo com o grupo e ponto bioldgico.

ETAPA LABORATORIAL (PROCESSAMENTO)

Todas as etapas laboratoriais foram realizadas no
Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais
(LBTB) no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA.
Ap0s o sacrificio dos animais, as calvarias foram remo-
vidas, reduzidas e fixada em formaldeido tamponado a
4%, por 72 horas. Posteriormente, a calvéria foi reduzida
e dividida em porg¢do anterior e posterior. A por¢do pos-
terior foi incluida em resina de metilmetacrilato, com os
blocos cortados com 100 um de espessura para a analise
em microscépio de fluorescéncia. A porgcdo anterior foi
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reservada para processamento posterior de descalcifica-
¢do, inclusdo em parafina, e coloragdo com Hematoxilina-
-Eosina para avaliagdo histoldgica, etapa ndo realizada
nessa fase de estudo piloto.

ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes do grupo controle foram avaliados por mi-
croscopia de luzcomum, para avaliar o reparo dsseo. Para
isto, foi utilizado microscépio de luz comum (DM1000,
Leica®, Wetzlar, Germany) com camera digital DFC 310
FX (Leica®, Wetzlar, Germany), utilizando o Sistema de
Anélise de Processamento de Imagens QWin 3.1 (Leica’,
Wetzlar, Germany).

ANALISE DE FLUORESCENCIA

A analise de fluorescéncia foi realizada no laboratério
de microscopia eletronica do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz — Fiocruz (CPQGM-FIOCRUZ — Bahia). As leituras fo-
ram realizadas através de Microscopio Confocal Leica SP8
(Leica®, Wetzlar, Germany) e em microscopia invertida de
epifluorescéncia (Leica DMi8), acoplados com Camera DFC
310 FX (Leica®, Wetzlar, Germany), e Sistema de Analise
de Processamento de Imagens QWin 3.1 (Leica®, Wetzlar,
Germany). Para tanto, foram utilizados filtros especificos
para cada marcador, descritos no Quadro 2 e Quadro 3.

Quadro 2 — Comprimentos de onda para aquisi¢cdo das imagens
no confocal

LASER DE EXCITAGAO (nm) 488 552 405 488
MARCADOR X0 Al Te Ca
COR amarela | vermelha | amarela verde

Fonte: Autoria prépria

Quadro 3 — Utilizamos os seguintes comprimentos de onda para
excitagdo para a aquisi¢do das imagens na epifluorescéncia:

LASER DE EXCITAGAO (nm) 460-500 | 541-551 | 325-375 | 460-500
MARCADOR X0 Al Te Ca
COR amarela | vermelha | amarela verde

Fonte: Autoria prépria

RESULTADOS

Na avaliagdo histomorfoldgica do grupo controle aos
15 dias observou-se neoformacdo éssea reacional restrita
as bordas do defeito, e na regido central do defeito houve
preenchimento por tecido conjuntivo frouxo delgado, bem
vascularizado na regido voltada a dura-mater, em todos as
amostras desse grupo experimental (Figura 3).

As imagens obtidas pela fluorescéncia mostraram
areas marcadas em vermelho, verde e amarelo que re-
presentam regides de precipitacdo de cdlcio marcadas
por diferentes fluorocromos durante a mineralizacdo
tecidual em todos grupos experimentais. De acordo
com as figuras 4 e 5, a marcacdo pela Alizarina esta
representada pela coloracdo vermelha, a Calceina pela
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coloragdo verde, e os fluorocromos Tetraciclina e Xilenol
marcam em amarelo.

Figura 3 — fotomicrografia do grupo controle, 15 dias. Extensdo
do defeito preenchido com tecido conjuntivo frouxo (Tcf). Neo-
formagdo dssea reacional associada a borda dssea (Bo). Regido
de dura-mater (Rdm). HE. Barra 200um.

Fonte: Autoria propria

No grupo controle, todos animais apresentaram ima-
gens de locais isolados de mineralizagdo nas bordas do
defeito e a marcagdo por fluorescéncia ndo foi observada.
Os sitios de mineralizagdo apresentaram caracteristicas
semelhantes com areas intensamente marcadas em re-
gido da borda 6ssea, em contraste com grandes areas sem
marcac¢ao por fluorocromos ou com areas de marcagao
mais fraca na regido central do defeito dsseo.

Dentre os marcadores testados, a calceina e a alizari-
na foram os que mostraram uma marcag¢do mais intensa.
As imagens revelaram ainda que uma das superficies
(periosteal ou dural) dos defeitos sempre apresentavam
marca¢ao mais extensa, principalmente pela calceina. A
calceina (em verde) apresentou locais de marcagdo com
maior densidade e uma tendéncia de formagdo dssea em
blocos, enquanto que a alizarina (em vermelho) foi carac-
terizada por marcagdo menos intensa, com um padrao
de formagdo mais laminar localizada principalmente nas
superficies periosteais.

Foram realizadas andlises em laminas silanizadas e
nao silanizadas no microscépio confocal e de epifluores-
céncia, e ndo foi observada diferenga entre os resultados.
As amostras foram submetidas ao microscépio invertido
de epifluorescéncia e no microscépio confocal de verre-
dura a laser. Obteve-se obtidas aproximadamente 900
imagens dos grupos experimentais, pois na mesma lamina
foram adquiridas imagens em 3 regides; uma em cada
borda e uma na regido central do defeito dsseo. As figu-
ras abaixo exemplificam resultados para as duas leituras
feitas; no microscépio confocal em objetiva de 10x, sendo
utilizados em média 25 planos para cada aquisi¢ao de cada
imagem reconstruida tridimensionalmente (Figura4), e o
resultado para a leitura em microscopia de epifluorescén-
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cia obtida em objetiva de 20x, de um Unico plano (Figura  fluorocromo, daimagem por microscopia de contraste por
5). Em cada regido da leitura obteve-se 3 imagens: a do interferéncia diferencial (DIC), e a sobreposi¢do destas.

Figura 4 — Regido de borda ossea evidenciando osso antigo e a neoformagdo ossea com a fluorescéncia pela alizarina (1), calceina
(1l), tetraciclina (IIl) e xilenol (IV), aos 15 dias. a. fluorocromo, b. filtro; c. sobreposi¢do das imagens anteriores. Microscopio
confocal de varredura a laser.

a b c

Fonte: Autoria prépria
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Figura 5 — Regido de borda 6ssea evidenciando osso antigo e a neoformagéo 6ssea com a fluorescéncia pela alizarina (1), calceina
(1), tetraciclina (111) e xilenol (IV), aos 15 dias. a. fluorocromo; b. filtro; c. sobreposicdo das imagens anteriores. Microscdpio inver-

tido de epifluorescéncia.

a b

Fonte: Autoria prépria

DISCUSSAO

O 0sso é um tecido conjuntivo mineralizado especiali-
zado composto por matriz organica rica em coldgeno tipo
| e, principalmente, matriz inorganica contendo cristais
de hidroxiapatita (WHITSON , 1998). A mineralizagdo é
um processo complexo que envolve numerosos eventos
ainda ndo totalmente esclarecidos. Apds o depdsito de
matriz ostedide por células osteobldsticos, as fibras de
colageno da matriz apresentam areas de microtrincas
em suas moléculas, onde os ions de cdlcio sdo ligado a
proteoglicanos. Sob acdo enzimatica, as fosfoproteinas
ocupam o lugar dos proteoglicanos e iniciam a preci-
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pitacdo do fosfato de calcio. Desta forma, a formacdo
de hidroxiapatita comeca e os cristais de hidroxiapatita
gradualmente ocupam os espacos vazios, expandindo-se
entre as fibras e mineralizando completamente o tecido
(LIMEBACK, 1991).

A distingdo entre tecidos dsseos mais antigos e 0sso
recém modelado é possivel pela técnica de fluorescén-
cia. O microscopio de fluorescéncia usa a capacidade de
algumas moléculas em fluorescer sob luz ultravioleta,
visualizando moléculas autofluorescentes, ou ainda mar-
cando as amostras, com a fluorescéncia introduzida por
meio de fluorocromos. A excitacdo e a emissdo de luz das
moléculas fluorescentes com comprimento de onda na
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faixa visivel sdo reguladas por filtros para promover cor
e contraste (VONESCH et al., 2006).

O espectro de emissdo fluorescente estd intimamente
relacionado ao tipo de microscopio utilizado (TAGUE;
SCHULTZ; MILLER, 2002), e nesse estudo, todas as amos-
tras foram submetidas a duas leituras, utilizando tanto o
microscépio invertido de epifluorescéncia com objetiva de
10x, quanto o microscopio confocal de varredura a laser
com objetiva de 20x. Observou-se entre esses que a ima-
gem da microscopia confocal representa a melhor escolha
para a visualizagdo e morfometria em todos os grupos.

Segundo Van Gaalen (2010), a microscopia confocal
permite a reconstrugdo tridimensional daimagem histolo-
gica em trés planos, tem alta especificidade de marcacao,
alto contraste e alto poder de resolugao espacial em com-
paragdo ao microscépio de epifluorescéncia, que oferece
custo reduzido e rapidez na aquisicdo das imagens, mas
nao apresentou viabilidade no presente estudo. O micros-
copio de epifluorescéncia ndo gera imagens seccionadas,
e por isso, regides de dobras na amostra representam uma
importante limitacdo para a aquisicdo de boas imagens.

O mecanismo de agdo dos fluorocromos ainda nao
esta completamente compreendido. Imagens obtidas por
essse estudo (Figuras 4 e 5) sugere que esses marcadores
estabelecem ligacdo ao célcio enquanto disponivel na
matriz ostedide, antes da formacdo de cristais de hidro-
xiapatita. Portanto, os fluorocromos atuariam apenas em
tecidos submetidos a mineralizagdo, com pouca ou nenhu-
ma afinidade por tecidos ja mineralizados. A auséncia de
marcacao sobre as superficies de osso antigo reforga essa
hipdtese. De acordo com este processo de incorporagao
descrito, pode-se considerar as areas marcadas como
novas areas de formacgdo éssea, que estdo em processo
de mineralizagdo da matriz osteoide.

Todas amostras do grupo experimental exibiram o
evento da osteogénese, sinalizada através da marcagdo
fluorescente. As imagens obtidas através da microscopia
de fluorescéncia permitiram diferenciar o osso recém
formado como uma matriz osteoide impregnada por
marcador fluorescente que cerca particulas 6sseas antigas
nas bordas do defeito. Embora ndo tenha sido calculado
o indice de formagdo dssea, nenhum dos marcadores
testados parece ter interferido na osteogénese, pois até
mesmo para a Tetraciclina, citada como um potencial
inibidor da formacdo &ssea (PARFITT et al., 1990), foi
observada marcagdo de osso recém formado dentro do
periodo analisado de 15 dias pds-cirargico.

Embora nao haja estudos testando a discrepancia
entre os fluorocromos, O’Brien, Taylor e Lee (2002)
classificaram os fluorocromos de acordo com seu nivel
de afinidade ao calcio. A alizarina foi considerada como
tendo o maior afinidade, seguido de xilenol, calceina
azul, calceina verde e tetraciclina. Dentre os marcadores
testados, a marcagao com brilho mais intenso observada
para alizarina, calceina e xilenol (Figuras 4 e 5) indicariam
supostamente areas com maior precipitacao de calcio. No
entanto, considerando que a mineralizagdo ocorreu na

mesma intensidade durante o periodo avaliado, pode-se
considerar que as marcagGes mais intensas observadas
nesse estudo podem indicar maior afinidade da alizarina,
calceina e xilenol ao calcio. Por outro lado, a tetraciclina
provocou um padrao de marcagdo mais discreta.

Embora todos protocolos testados tenham mostrado
eficiéncia para marcagdo da osteogénese, alguns mar-
cadores mostraram-se desvantajosos ao uso, quando
os protocolos sdo individualmente comparados. Nesse
aspecto, em relagdo ao custo de obtencgdo, preparo e a
administracdo das substancias, a alizarina e a calceina
foram superiores. Todos os marcadores podem ser pre-
parados na noite anterior a aplicacdo, acondicionados em
geladeira dentro de recipientes fechados de vidro escuro.
A Unica excegdo € a tetracicilina, que devido sua vida util
mais curta que os demais marcadores (GUSKUMA et al.,
2010), deve ser preparada imediatamente antes da admi-
nistragdo no animal, o que representa uma desvantagem
em relagdo ao preparo dos demais fluorocromos.

Outro fator que exerce importancia para a compara-
¢do dos protocolos é a administracdo de cada marcador no
tecido subcutaneo dos animais. Enquanto que a alizarina,
calceina e tetracicilina sdo aplicados por inje¢do Unica, o
xilenol requer multiplas injecGes em locais variados do
dorso e do abdomen, para distribuicdo de toda a solugao.
Dentre os quatro marcadores utilizados nesse estudo, o
xilenol é o que requer a maior quantidade de solvente
para sua diluicdo, e, por isso, o volume da solugdo apli-
cada no animal é comparativamente nove vezes maior
gue a Tetraciclina, seis vezes maior que a calceina e trés
vezes maior que Alizarina. Assim, a aplica¢do do xilenol
oferece maior desconforto ao animal e, além disso, apds
a aplicagcdo é necessdrio aguardar entre dois a trés dias
para que ocorra adequada absorgdo.

Assim, a alizarina, calceina e xilenol exibiram melho-
res resultados de fluorescéncia considerando o periodo de
eutanasia de 15 dias. Como o protocolo do xilenol apre-
senta uma especificidade desvantajosa, sugere-se entre
os quatro marcadores testados a alizarina e a calceina
como melhores marcadores individuais. Consideramos
portanto o xilenol como um dos piores marcadores, ao
lado da tetraciclina, que exibiu marcagdo mais discreta,
e uma dificuldade adicional no preparo.

Sabe-se que os fluorocromos podem ser utilizados de
forma combinada em intervalos de tempo especificos e
esse método permite evidenciar camadas sequenciais de
aposicdo 6ssea no tempo (YANG et al., 2014). No campo
da pesquisa com biomateriais faz-se necessario identifi-
car fragmentos dos biomateriais incorporados a matriz
Ossea e os diferentes periodos de deposicdo mineral
durante o processo de reparo dsseo. A utilizagdo destes
marcadores combinados podera futuramente contribuir
com a redugdo do nimero de animais sarificados, pois
em um mesmo animal pode-se obter informacgdes de
diversos periodos de tempo. Para esta finalidade, todos
os marcadores testados incluindo a tetraciclina e o xilenol
sdo supostamente Uteis, pois esse método de estudo para
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ser efetivo depende da visualizagdo ao redor de implantes
enxertados de depdsitos de marcadores na sequéncia de
sua administracdo, sendo que a qualidade de marcagdo
de cada fluorocromo em si ndo é prioritdria para estudos
com marcadores combinados.

CONCLUSAO

Os protocolos para marcagdo fluorescente foram
testados individualmente, e as imagens captadas asse-
guram que os fluorocromos testados foram incorporados
na matriz éssea neoformada. Foi possivel identificar o
0sso recém modelado pelo marcadores fluorescentes e
a capacidade de correlacionar as micrografias visuais com
outros tipos de andlise fornecem um método confidvel
para avaliar o tecido dsseo em estudos de bioengenha-
ria tecidual. Os quatro protocolos individuais testados
para os marcadores xilenol, alizarina, calceina e xilenol
apresentaram-se vidveis, entretanto o uso da alizarina e
calceina apresentaram-se mais vantajosos.
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