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RESUMO

A matriz 6ssea orgéanica contém proteinas nao colagenosas (PNCs) que, embora
minoritarias, sdo essenciais na adesao celular, angiogénese e mineralizacado. Entre
elas, a sindecana-1 (SDC-1) atua na sinalizagao celular, retencao de fatores de
crescimento e diferenciacdo osteoblastica. Este estudo avaliou, por imuno-
histoquimica aos 45 dias pds-operatorios, a presenca e distribuicdo da SDC-1 em
defeitos de tamanho critico em calvaria de ratos implantados com scaffolds de
hidroxiapatita (HAp) e do compdsito hidroxiapatita-pentéxido de niébio (HAp-Nb-
1080). Ap6s imunocoloracdo pelo método da peroxidase, as laminas foram
analisadas descritivamente. Ambas as ceramicas apresentaram ampla
imunorreatividade para SDC-1, sem diferencas qualitativas evidentes entre os
biomateriais. A marcacdo concentrou-se no microambiente de reparo, destacando-
se em areas de nucleacao, matriz éssea imatura no interior dos poros e, fortemente,
nos vasos sanguineos interconectados, o que reforca o papel do marcador na
angiogénese e recrutamento de fatores como VEGF, BMPs e FGFs. Em
contrapartida, a matriz déssea madura lamelar exibiu pouca ou nenhuma
imunomarcacao, indicando que a expressao da SDC-1 esta associada as etapas
ativas de osteogénese e maturacao tecidual. Conclui-se que HAp e HAp-Nb-1080
promovem um microambiente vascular e matricial favoravel a regeneragdo 6ssea,
consolidando a SDC-1 como relevante marcadora do processo.

INTRODUGCAO

A MEC orgénica éssea, ou osteoide, produzida principalmente pelos osteoblastos
antes da mineralizacao, € constituida por proteinas colagenosas e nao colagenosas
(PNCs) (Paiva e Granjeiro, 2017). As ultimas representam menor proporgdo da
MEC, porém desempenham funcdes essenciais na adesdo, proliferacdo e
diferenciacao celular, na interagdo com fatores de crescimento e na regulacdo da
nucleacdo e mineralizagdo da matriz em eventos de reparo 6sseo. (Gorski, 2011).
Dessa forma, participam da determinacdo da qualidade e das propriedades da
matriz mineralizada, incluindo a cristalinidade da HAp, além de contribuirem para a
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osteoinducao e diferenciacao osteoblastica (Lu et al., 2018). A sindecana-1 (SDC-1/
CD138) desempenha um papel regulador essencial na regeneragéo 6ssea, atuando
como uma ponte de sinalizagdo entre as células 6sseas e a matriz extracelular
(MEC). Por ser uma proteoglicana de transmembrana rica em cadeias de heparam
sulfato, ela atua modulando a adesdo celular, o recrutamento de fatores de
crescimento e o0 acoplamento entre osteogénese e osteoclastogénese. As
proteoglicanas de transmembrana, como a sindecana-1, atuam na regulagdo do
microambiente celular, mediando a adesao osteoblastica e a retengédo de fatores de
crescimento essenciais para a regeneracao 6ssea (Couchman, 2003). O presente
estudo teve como objetivo fazer um estudo descritivo da presenca e distribuicdo da
sindecana-1 em defeitos de tamanho critico apdés o implante de scaffolds de
hidroxiapatita (HAp) e do compésito hidroxiapatita-pentéxido de Nb (HAp-Nb).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas amostras de calvaria de animais com defeitos désseos criticos de 8
mm, implantados com scaffolds cerdmicos de hidroxiapatita (HAp) ou do compdsito
HAp-Nb-1080, obtido pela sinterizacdo de HAp com pentdxido de nidbio (Nbl10O17).
Aos 45 dias pos-craniotomia, os animais foram eutanasiados, e as calvarias
processadas para inclusdao em parafina. Foram obtidos cortes histolégicos de 8 um,
submetidos a imunocoloragao para deteccao de sindecana, proteina nao colagénica,
pelo método da peroxidase, descrito a seguir: apds desparafinizagdo, os cortes
foram reidratados e, submetidos ao bloqueio da atividade da peroxidase enddgena
com uma solucdo de 3% de perdxido de hidrogénio em 97% de metanol. Apds
lavagens em solugcdo tampao TRIS, as amostras foram incubadas com anticorpo
monoclonal de coelho anti-Syndecan 1 (Boster Biological Technology® M00991), na
diluicdo de 1:200. As laminas foram reveladas utilizando o kit Histostain Plus®
(Zymed Laboratories Inc.®). O controle negativo foi obtido pela omissdo do anticorpo
primario. As laminas foram analisadas em microscopio Zeiss (Téquio, Japao) para
estudo descritivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunorreatividade para Sindecana-1 foi identificada em ambas as ceramicas, nao
sendo observadas diferencas qualitativas que permitissem estabelecer superioridade
entre os biomateriais. A imunomarcacdo esteve associada principalmente ao
microambiente de reparo, com destaque para areas de nucleacdo (Figura 1A) e
tecido 6sseo imaturo no interior dos poros (Figura 1B). Em contraste, a matriz éssea
madura e lamelar apresentou pouca ou nenhuma imunorreatividade (Figuras 1E e
1F), indicando uma possivel relagdo entre a expressao do marcador e o estagio de
mineralizacao do 0sso novo. A auséncia ou reducédo da marcacdo na matriz madura
(Figuras 1E e 1F) sugere que sua expressao esteja mais relacionada as etapas
ativas de organizacdo e maturacdo do tecido do que ao osso lamelar ja
estabelecido. Os vasos sanguineos localizados no interior dos poros e nas
interconexdes entre eles (Figuras 1C—1E) apresentaram forte marcagdo para
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sindecana. Esse achado é relevante considerando a participacdo das sindecanas na
organizagdo do microambiente vascular e na modulagdo da biodisponibilidade de
fatores de crescimento, como VEGF, BMPs e FGFs, envolvidos na angiogénese e
na diferenciacdo osteogénica (Kim et al, 2018; Toyama et al, 2020). A
imunorreatividade observada nas areas de nucleagcdo e na matriz 6ssea imatura
(Figuras 1A e 1B) também é compativel com o envolvimento dos sindecanos em
eventos de proliferacéo e diferenciacdo osteoblastica (Sun et al., 2020). Embora o
presente estudo tenha como foco a regeneragdo Ossea, os sindecanos também
podem participar da remodelacao por meio da modulagao do eixo RANKL/OPG e da
atividade osteoclastica (Timmen et al., 2020). Em conjunto, os achados da Figura 1
sugerem que o Sindecano-1 esta associado a componentes celulares, vasculares e
matriciais envolvidos no reparo 6sseo, especialmente em regides de tecido imaturo,
sem diferencas qualitativas evidentes entre HAp e HAp-Nb1080.

Figura 01. Fotomlcrograflas |Iustrando a |munomarcagao para Sindecano-1 em defeitos de tamanho

critico na calvéria de ratos Wistar 45 dias ap6s a implantacao de scaffolds de HAp (A, C, E) ou HAp-

Nb1080 (B, D, F). A imunorreatividade para Sindecano-1 foi observada na dura-mater (d), em areas
de nucleagéao (n) (A) e em poros contendo tecido 6sseo imaturo (B). Em (B), é possivel observar o

limite entre a matriz imatura, positiva para sindecano-1, e a matriz madura, ndo imunorreativa (ponta
de seta fechada). Maior imunorreatividade foi observada nos vasos sanguineos (v) localizados no
interior dos poros ou nas interconexdes entre diferentes poros (C, D e E). A matriz 6ssea madura

(bm), lamelar, ndo apresentou imunorreatividade para sindecano-1 (E, F); entretanto, os vasos
centrais apresentaram forte imunorreatividade para esse proteoglicano. * Preto = HAp; *Branco =
HAp-Nb1080.
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CONCLUSOES

A andlise imuno-histoquimica demonstrou ampla imunoexpressao de sindecano no
microambiente de reparo 6sseo de defeitos tratados com HAp e HAp-Nb-1080,
associada a matriz extracelular, estruturas vasculares, células da linhagem
osteogénica e interfaces tecido-biomaterial. Apesar de variacbes pontuais entre os
espécimes, ambos os biomateriais apresentaram padrao semelhante de expressao,
indicando um microambiente compativel com a neoformacao éssea. Os achados
reforcam a relevancia do sindecano como marcador envolvido no reparo 6sseo.
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