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INTRODUGAD

papel essencial para 0o bom
Junqueira & Carneiro, 2013. funcionamento do organismo.

auporte para as partes moles;

Jrotegéo aos Grgdos internos; “"'\’ i
i

_Irotecdo da medula assea; P

.,poio aos misculos esqueléticos; \ -

~rmazenamento de célcio e outros fons, liberando os de maneira
controlada e mantendo seu equilibrio nos liguidos corporais.

https://nB-ima-fp.akamaized.net/fotos-gratis/figura-masculina-3d-que-funciona-com-esqueleto-pele-e-musculo-mapa 1048-4903.jng?size=338Gext=jpq



Tipo especializado de tecido

. s conjuntivo, composto por celulas
TE[:IdI] OSSED e uma matriz extracelular

calcificada, a matriz dssea

Osteoclasto Meséngquima Matriz
| neoformada
Osteoblasto Ostedcito Matriz 6ssea (osteocide)

Junqueira & Carneiro, 2013.



Local e severidade da leséo
Presenca de infecgéio
|dade e condicéo sistémica
Uso de fixagéo rigida

Vascularizagéo

Estresse fisioldgico sofrido pelo tecido

http://www.sobiologia.com.br/figuras/Histologia/remodelacan_ossea.jpg

Latrenta et al.. 1989: Lin et al. 1990: Phillins & Rahn 1990



A radioterapia baseia-se na aplicacao de Radiacao
lonizante para o tratamento de cancer, destruindo
as celulas tumorais.

Da Cunha et al., 2007.

A radiacao e aplicada a area do tumor.durante um
pq:lio determinado, procurango erradicar todas as._

celulas tumorais; com o menor dmosslvel as

LY a celulas I’IOI'mEIIS CII‘C“I‘IdantES{\D
: : _ a. I]amrum et al., 2003.

F.

Fonte: Google Imagens



RADIAGAD ND TECIDD DSSED




Recursos utilizados para otimizar o

reparo 0sseo pas-radioterapia:

ltilizagao de enxertos GSSEOS; Rochaet al201

Loncentrado de plaguetas; Neveset sl 2013

| aserterapia de baixa poténcia; Luetal, 2007 da Lunhae

Terapia genética; Aghalo et al, 2008

NSNS ST

]XigEﬂE@ﬁU HipEPbériEa; Feldmeier, 2004; Shaw e Butterwarth, 201

Fonte: Google Imagens
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A oxigenagao hiperbarica & uma modalidade
de tratamento na qual o paciente é exposto &
inalagfo de oxigénio pura (I00%) sob uma
pressédo superior d pressdo atmosférica
nive

Rocha et al. 2015
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YIBENDTERAPIA HIPERBARICA

Estimulo 3 sintese de culégenn;

|dmeier, 2004; SBMA, 2010

Angiogénese e ostengénese;
Feldmeier, 2004; Jacobson, 2010

Estimulo a atividade leucocitaria:
SBMH, 2010




OBJETIVD




MATERIAIS E METODOS

20 ANIMAIS MACHOS
Ratthus norvergicus

LINHAGEM - Wistar

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal), com aprovagéo prévia do comité de éticade m
utilizagdo de animais com protocolo de registro CELUA/UFU
028/12.

Fonte: Google Imagens



Ratos Wistar Machos
N=20

Fémur direito

Fémur esquerdo <= Rzg'-iffo I
N=20

N=20
30 dins
Ratos Wistar Machos Ratos Wistar Machos
N=10 N=10
Fémur direito Fémur esquerdo [OH 2.5 ATA/ 90min ]=> Fémur direito Fémur esquerdo <=[ OH 2.5 ATA/ 90min ]
N=10 N=10 N=10 N=10
GRUPO
GRUFPO GRUPO Oxg‘;‘,;’;g A0 OXIGENACAO
CONTROLE RADIOTERAPIA HIPERBARICA HIPERBARICA +
RADIOTERAPIA

Sacriflcio — 5 dias
N=5

Sacriflcio— 5 dias
N=5

Sacrificio — 7 dias
N=3

Sacrificio — 7 dias
N=5

Sacrificio — 5 dias
N=5

Sacrilfcio — 5 dias
N=5

Sacrificio — 7 dias
N=5

Sacrificio — T dias
N=5




|

0 protocolo de Radioterapia foi realizado de acordo
com Batista et al., 2014.

——

Imagem: Batista,.J. D.
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RADIOTERAPIA

et =t
‘ Imagem: Batista, J. D.




PROCEDIMENTD CIRUREICE

Lo

NS




DYIBENTTERAPIA HIPERBARICA

Aparelho: Ecobar 400

(Ecotec Equipamentos e Sistemas LtdalR).

Compressédn/Descompresséo: 0,3ATA/min. .EG '

Duracéo: 30 minutos a 2.0 ATA.

Intervalo entre sessiies: 24h.

Imagem: Rocha, F. S.

As sessies foram iniciadas 30 dias apds a radioterapia e realizadas diariamente durante a ou 7 dias.



DBTENCAD DAS AMOSTRAS

Foi realizada a eutanasia dos animais e os fémures removidos e processados para inclusao em parafina.

A | Fémur desarticulado contendo o defeito
~ \\ﬂ ) ¥E N A iy , . .
" — o — dsseo (em vermelho a regido onde foi
S feito o seccionamentn)




ANALISE MHST@M] e

Anélise qualitativa descritiva das laminas ao
microscapio dptico .

hematoxilina e eosina (HE).



ANALISE HISTOMORFOMETRIGA

Digitalizagéo das laminas coradas em
HE no aumento de 20X, por meio do
scanner Aperio AT Turbo.

No software Aperio ImageScope, duas
areas em cada lamina foram delimitadas,
sendo uma da regiéo do defeito dsseo e
uma da cortical dssea (3 3mm do defeito)

Analise das imagens das areas de
interesse foi realizada através do
programa Image-Pro Plus
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LORTICAL OSSEA

Areas basofilicas/amorfas

Vasos sanguineos

Matriz dssea
Ostencitos

Lacunas

DEFEITO DSSED

Matriz dssea/dsteocito
Tecido medular
Vasos sanguineos
Coagulo

Tecido de granulagéo
Rede de fibrina

Células inflamatdrias

Fibroblastos/fibras colagenas
Tecido Adiposo
Osteoblastos

Osteoclastos



ANAYSEHIZTOMORRERETED

IMAGENS CAPTURADAS PELO
PROGRAMA MOTIC LIVE IMAGING
MODULE E MICROSCOPIO

3 LAMINAS DE FEMUR
CORADAS EM TRICOMIO

DE MALLORY BINOCULAR ACOPLADO A CAMERA

MOTICAM PRO LIGADA AO

NEI]FI]RMAEM] & _ COMPUTADOR (AUMENTO DE 4X)
(SSEA

AS IMAGENS FORAM

REUNIDAS NO SOFTWARE QUANTIFICACAO DA

MATRIZ OSSEA DA REGIAO
DO DEFEITO EM
PORCENTAGEM

ADOBE PHOTOSHOP CS2 E
ANALISADAS NO PROGRAMA
HL IMAGE 2005+ +




Figura 8: Andlise histomorfométrica (Neoformagéo assea). A - Fotomicrografia digitalizada
de uma secgéo longitudinal de fémur mostrando cortical assea (C), medula dssea (M) e
neoformagéo assea (NO). B - Imagem apds a remogéo do tecido mole. C - Imagem binéria
da mesma fotomicrografia com a delimitagdo da 4rea total do defeito dsseo (linha
VEPITIElhEI). AITI|J|iE|§fIEI 4X Tricrémico de Mallury. * |magens retiradas do artigo de Batista et al., (2014).



ANAYSE@TS FIERASpEUIIEEE

o _ AS IMAGENS FORAM CAPTURADAS
: COM OBJETIVA DE 20X COM O

PROGRAMA OPTICAM E

3 LAMINAS CORADAS EM

PICROSIRIUS RED MICROSCOPIO BINOCULAR NIKON

ECLIPSE Ti-S ACOPLADO A CAMERA
OPTICAM POR MEIO DA LUZ
POLARIZADA.

POLARIZAGAD

FORAM OBTIDAS 2 IMAGENS

DIGITALIZADAS DE CADA ANALISE QUALITATIVA E

MENSURACAO POR
SCORES

LAMINA (UMA DO DEFEITO E
UMA DA CORTICAL).




em porcentagem (%) , se verde
ou amarelo/laranja/vermelho.

- l\.* g il
ol

T ey

f

Organizacao lamelar, em
porcentagem (%), se

presente ou ausente.



ANALISE ESTATISTIGA

OS DADOS OBTIDOS OS VALORES OBTIDOS FORAM
FORAM ANALISADOS COM SUBMETIDOS AO TESTE DE
O PROGRAMA GRAPHPAD NORMALIDADE KOLMOGOROV-
PRISM. SMIRNOV.

DEPOIS DE VERIFICADA A

DISTRIBUICAO NORMAL, OS AS DIFERENGAS FORAM

CONSIDERADAS
ESTATISTICAMENTE
SIGNIFICANTES QUANDO
P<0,05.

PARAMETROS FORAM ANALISADOS
UTILIZANDO OS TESTES T NAO
PAREADO E ANOVA COM CORRECAO
DE BONFERRONI.






RXT + OH — 7 dias

RS

P

Figura 3: Fotomicrografia digitalizada do defeito asseo entre os grupos avaliados, nos periodos de a e 7 dias.
Cortical dssea (c): Medula dssea (m): Neoformagéao dssea (no): Goagulo (*): Tecido de granulagéo (tg): Rede
de fibrina (f); Infiltrado inflamatdrio (i); Areas basofilicas/amorfas (x); Linhas basofilicas (seta preta); Vasos

sanguineos (v); Tecido adiposo (ta). HE, X4 and X20.
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Figura 10: Contagem das estruturas de interesse para a anélise histomorfométrica da regido cortical entre
os grupos avaliados, nos periodos de a e 7 dias. A- Fotomicrografia digitalizada evidenciando a &rea cortical
analisada (retangulo azul); B- Andlise da presenga de Areas basofilicas/amorfas; C- Andlise da presenga de
vasos sanguinens; D- Andlise da presenga de Lacunas; E- Anélise da presenca de Ostedcitos; F- Andlise da

presenca de matriz assea.
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Figura 1I: Contagem das estruturas de interesse para a analise histomorfométrica da regido do defeito entre os
grupos avaliados, nos periodos de 0 e 7 dias. A- Fotomicrografia digitalizada evidenciando a 4rea do defeito dsseo
analisada (retangulo azul); B- Analise da presenga de Matriz assea/Ostedcitos; C- Tecido Medular entre as
trabéculas; D- Vasos sanguineos; E- Codgulo; F- Tecido de granulagao; G- Rede de Fibrina; H- Células inflamatdrias;
|- Fibroblastos/Fibras colagenas; J- Tecido Adiposo; K- Osteoblastos; L- Osteoclastos.
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Figura 12: Porcentagem de neoformagéo assea na regido de interesse (defeito asseo) grupos avaliados,

nos periodos de a e 7 dias. (*p<0,05)




Controle — 5 dias RXT — 5 dias

Figura 13: Fotomicrografia digitalizada da regiao cortical dssea e do defeito dsseo entre os grupos avaliados,
nos periodos de a e 7 dias, visualizado por microscopia de polarizagéo. Cortical dssea (c); Neoformagao dssea
(no); Fibras colagenas (fc). Picrosirius Red, XZ0.
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Figura 14: Predominancia de marcagdo, em porcentagem (%), se verde ou amarelo/laranja/vermelho na
regido cortical (A) e no defeito dsseo (B) entre os grupos avaliados, nos periodos de a e 7 dias. (*p<0,05)
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Figura 13: Intensidade do brilho, em porcentagem (%), se fraco/ausente, moderado ou intenso na regido
cortical (A) e no defeito 6sseo (B) entre os grupos avaliados, nos periodos de a e 7 dias. (*p<0.00)
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Figura 16: Organizagdo lamelar, em porcentagem (%), se presente ou ausente na regido cortical (A) e no
defeito dsseo (B) entre os grupos avaliados, nos periodos de a e 7 dias. (*p<0,05)
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lima terapia que aumente o aporte de
oxigénio para o local da leséo é bastante
interessante, pois aceleraria o reparoe o

retorno a fungéo tecidual normal, além de
evitar possiveis problemas ao processo
natural do reparo (Tandara, 2004).




NEOFORMAGAD OSSEA

DOSE DE RADIAGAD

ESTRUTURA OSSEA
EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL

DS

*UUSSA




DISCUSSAD

UH acelerou os eventos iniciais da reparagéo dssea na
regido do defeito. (Rocha et al., 2013).

DOSE DE RADIAGAD

| Maior porcentagem de neoformagéo dssea no grupo OH. |

Beneficios da OH.

ESTRUTURA OSSEA

| Auséncia de neoformago dssea nos grupos irradiados. |

EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL | Tentativa de deposigéo de colageno no grupo RXT+0H |




DISCUSSAD

0 A Interferéncia negativa no micro ambiente tecidual.
NEOFORMACAD OSSEA
y (Da Cunha et al., 2007; Peliesser et al, 2014).

Dose alta Gnica = comprometimento da
capacidade regenerativa, aumento da reabsorgao

(Maeda et al, 1388).

ESTRUTURA OSSEA
| Auséncia de células |

EXPRESSAD DO COLAGEND : _ ,
Resposta tardia a radiagéo, demanda por mais

sessies de OH para recuperacao significativa.

MODELD EXPERIMENTAL




NEOFORMAGAD OSSEA

DOSE DE RADIAGAD

ESTRUTURA OSSEA
EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL

DISCUSSAD

Perturbagéo do suprimento vascular local leva a
hipdxia, se prolongada inibe a proliferagéo
fibroblastica e a sintese de colageno.

OH provoca a liberagéo de mediadores que estimulam a
sintese de coldgeno, angiogénese e a ostengénese

Radiagdo reduziu o potencial de vascularizagéo
dos tecidos, comprometendo o reparo.




NEOFORMAGAD OSSEA
DOSE DE RADIAGAD
ANGIDGENESE
ESTRUTURA OSSEA
EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELO EXPERIMENTAL

DISCUSSAD

A angiogénese é um fator condicionante para o processo de reparo
assen, pois possibilita a oxigenagéo local e o transporte de nutrientes, além
da liberagéo de fatores de crescimento (Sirin, 2011). Sendo assim, em
defeito dsseo submetido a altas doses de radiagéo, o dano vascular pode
ser tdo grande que, mesmo diante do estimulo da OH, o organismo ainda
ndo consiga depositar osso, o que pode resultar na formagéo de tecido
fibroso ou mesmo na auséncia de reparo (Jereczek-Fossa et al., 2002).
Tais informagies podem explicar o fato de néo terem sido observado
nenhuma neoformagéo dssea nos grupos irradiados, mesmo apds OH. Ja no
grupo OH, que recebeu apenas a terapia hiperbarica, foi observado aumento
na contagem dos vasos sanguineos, o que se refletiu em aceleragéo do
reparo, com aumento da neoformagéo dssea.



NEOFORMAGAD OSSEA

DOSE DE RADIAGAD

EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL

DISCUSSAD

Alteragies importantes, na regido cortical, nos animais
submetido & radiagao: dreas basofilicas/amorfas e uma
desorganizacéo evidente das lamelas, mesmo apas OH

Redugdo de matriz assea e modificagies na
microarquitetura dos canais de Harvers apds
radioterapia, gerando um osso heterogéneo e

menos organizado. (Rabelo et al., 2010).




NEOFORMAGAD OSSEA
DOSE DE RADIAGAD
ANGIDGENESE
ESTRUTURA OSSEA
EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL

DISCUSSAD

A maior quantidade de fibras colagenas tipo |, comum ao tecido
dsseo, foi observada no grupo OH, nos periodos de a e 7 dias, na
area do defeito dsseo e na cortical. Alguns autores afirmam que
eventos como a sintese e organizacéo das fibras de colageno
e a identificagéo precoce dos osteoblastos no peridsten, sejam
processos dependentes do aporte de oxigénio sendo
influenciados pelo aumento do transporte de oxigénio em tecidos
submetidos & oxigenagdo hiperbarica. (Hunt, 1988; Sirin, 2011).

A OH altera a expresséo do coldgeno, bem como sua
organizagdo. (Gajendrareddy et al., 207).



NEOFORMAGAD OSSEA
DOSE DE RADIAGAD
ANGIDGENESE
ESTRUTURA OSSEA
EXPRESSAD DO COLAGEND

MODELD EXPERIMENTAL

DISCUSSAD

De acordo com Formenti & Demaria, 2009, a radioterapia
também recruta mediadores biolagicos fora do campo de
tratamento e teria efeitos sistémicos.

Rocha et al., (2017) ao avaliarem se as alteragies
especificas do reparo dsseo apds radioterapia também
eram observadas a longa distancia da drea irradiada, néo
observaram diferencas no processo de reparo dssen
entre os grupos de animais com radiagéo local e sistémica,
além de animais distintos sem radiagao



Us resultados encontrados no grupo OH, demonstram que a
oxigenoterapia hiperbarica beneficia o reparo dsseo com o
aumento da angiogénese e da neoformacgfo dssea. No entanto, no
grupo RXT+0H, a OH nao foi capaz de reparar os danos causados
pelas altas doses de radiagéo ionizante no tecido assen.
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