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POR EL IMPLANTE DE MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA EN RATONES)
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RESUMO

No presente trabalho foram utilizados 75 camundongos (25 machos e 50 fémeas) adultos, sadios, distribuidos em
cinco grupos experimentais. Cada grupo foi constituido por 15 animais, sendo 10 fémeas e cinco machos. Ao longo do
protocolo experimental os diferentes grupos experimentais, enumerados de um a cinco, foram sucessivamente avaliados
guanto a resposta ao implante intramuscular de matriz éssea desmineralizada aos sete, 14, 21, 28 e 35 dias. Todos os
animais receberam implante intramuscular de matriz 6ssea desmineralizada entre as fibras musculares do musculo
semimembranoso, bilateralmente. Os resultados mostraram que o implante intramuscul ar de matriz ésseadesmineralizada
induz aformagao de placa 6ssea ectdpica, ocorrendo inicialmente uma proliferagéo fibroblastica (sete dias), seguida pelo
aparecimento sucessivo de cartilagem (14 dias), 0osso (21 dias) e medula dssea (35 dias). N&o houve diferencacom relacdo
aformacao ectdpicade tecidos 6sseo e hematopoi éti co, induzida pel o implante de matriz 6sseadesmineralizada, atribuivel
ao fator sexo.

PALAVRAS-CHAVE: Tecido 6sseo ectdpico. Tecido hematopoiético ectdpico. Matriz dsseadesmineralizada. Camundongos.

SUMMARY

Seventy-five healthy mice (twenty-five males and fifty females) were allotted to five groups with fifteen mices
(five malesand ten females). During the experimental period the effect of theintramuscul ar implantation of demineralized
bonematrix wasassessed at 7, 14, 21, 28, and 35 days. All theanimal sreceived theintramuscul ar implantation of demineralized
bone matrix between the semimembranosus muscle fibers, in both sides. The results showed that the intramuscular
implantation of demineralized bone matrix in miceinducesthe formation of an ectopic bone plaquethat is characterized by
fibrablastic proliferation (seven days), followed by cartilage (14 days), bone (21 days) and bone marrow (35 days). There
was no difference with reference to ectopic bone formation and hematopoetic tissues to attribute to sex factor.
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RESUMEN

En el presente trabajo fueron utilizados 75 ratones (25 machosy 50 hembras), adultos, saludables, distribuidos en
cinco grupos experimental es. Cada grupo fue constituido por 15 animales, siendo 10 hembrasy cinco machos. A lo largo
del experimento los diferentes grupos experimentales, enumerados de uno a cinco, fueron sucesivamente evaluados al
respecto de larespuestaal implante intramuscular de matriz 6sea desmineralizadaalos 7, 14, 21, 28 y 35 dias. Todos los
animales recibieron implante intramuscular de matriz Gsea desmineralizada entre las fibras musculares del muasculo
semimembranoso bilateralmente. Los resultados mostraron que el implante intramuscular de matriz ésea desmineralizada
induce laformacién de placa 6sea ectdpica, con proliferacion fibroblésticainicial (sietedias), seguidapor el aparecimiento
sucesivo de cartilago (14 dias), hueso (21 dias) y médula ésea (35 dias). No hubo diferencia, con relacion alaformacién
ectOpicadetejido 6seo y hematopoyeético inducidapor el implante de matriz Gsea desmineralizada, atribuible al factor sexo.

PALABRAS-CLAVE: Tejido 6seo ectopico. Tejido hematopoyético ectdpico. Matriz Gseadesmineralizada. Ratones.

INTRODUCAO

Na vida extra-uterina, apos terem cessado as
diferenciagbes embriondrias, algumas células do tecido
conjuntivo ainda permanecem num estado indiferenciado
gue persisteao longo davida. Essas célulasem dorméncia
tém uma notével capacidade de serem prontamente
induzidas & diferenciacdo por meios experimentais
(HUGGINSet d., 1970).

Assim, a indugdo dssea ectOpica pode ocorrer
espontaneamente a partir de tecido conjuntivo que ndo
esteja associado com o0 esqueleto. Essa ossificagcdo
ectopicafoi descritaem vérioslocais, tais como napelve
renal, paredes de artérias, olhos, muscul os etenddes. Tais
observagdes permitem inferir que muitos tipos de tecido
conjuntivo possuem potencialidade osteogénica latente,
raramente manifestada

A inducdo da osteogénese ectOpica experimental
foi inicia mente rel atada na décadade 30, quando Huggins
(1930 e 1931) demonstrou que o epitélio de revestimento
da pelve renal, do ureter e vesicula urindria séo capazes
de induzir diretamente a osteogénese em certas areas do
tecido conjuntivo do c&o, cobaios e ratos. Desde que o
epitélio transplantado sobreviva, ele prolifera formando
um cisto contendo um fluido amarronzado, limitado pelo
epitélio e encapsul ado por fibroblastos que posteriormente
sofrem uma transformacdo osteobléstica, € um novo 0sso
€ formado, propiciando, posteriormente, o0
desenvolvimento no seu interior de medula 6ssea
hematopoeticamente ativa. O epitélio davesiculaseminal
de cobaio (HUGGINS, 1969) é igualmente ativo nesta
inducéo.

Huggins e Sammet (1933) demonstraram que 0
epitélio davesiculabiliar é capaz de estimular aformagéo
de 0sso na parede abdominal de cobaios e caes apis 21 e
41 dias do implante, respectivamente. Inoue et al. (1986)
relataram a indugdo de condrogénese in vivo através do
implante de dente desmineralizado no musculo, tecido
celular subcuténeo, cavidade medular do fémur e
ligamento periodontal em ratos. Apds 21 diasdo implante,

vérias amostras foram colhidas e analisadas em vérios
tempos, em que se verificou que aindugdo de cartilagem
ocorreu maisrapidamente no miscul o, seguido pel o tecido
celular subcuténeo e cavidade medular do fémur, e mais
suavemente nos ligamentos periodontais.

Wlodarski e colaboradores em 1974 realizaram o
implanteintra-escleral em coelhos utilizando matriz 6ssea
desmineralizada autéloga, no intuito de comparar as
respostas intra-escleral e intramuscular. Como resultado
ao implante intraescleral, os autores ndo encontraram
formacéo de tecido cartilaginoso ou mesmo inducdo
Ossea.

A osteogénese pode-se desenvolver de duas
maneiras. quando a formag&o de 0sso se da diretamente
no tecido conjuntivo primitivo, € chamada de ossificacéo
intramembranosa, como ocorre quando fragmentos de
epitdiodepelverend, ureter, vesiculaurinaria(HUGGINS,
1930, HUGGINS, 1931), vesicula biliar (HUGGINS e
SAMMET, 1933) evesiculasemina (HUGGINS, 1969) so
implantados em certas &reas do tecido conjuntivo etambém
guando células amniéticas humanas mantidas em cultura
e inoculadas intramuscularmente em camundongos
produzem a formagdo ectopica de 0sso em
aproximadamente 12 dias (ANDERSON et al., 1964,
ANDERSON e COULTER, 1967). Por outrolado, quando a
formagao detecido 6sseo ocorre no interior dacartilagem
preexistente € chamada de ossificagdo endocondral ou
intracartilaginosa, como foi demonstrado por vérios
pesquisadores (VAN DE PUTTE eURIST, 1965, HUGGINS
etd., 1970, IDERIHA, 1982, SANTANA, 1988, ZHANG et
a., 1997a, ZHANG et a., 1997b), utilizando o implante
intramuscular ou subcuténeo de segmentos de 0sso €/ou
dente desmineralizado. Becker et a. (1995) verificaram que
0ssos humanos desmineralizados, dessecados por
congelamento (DFDBA - “demineralized freeze-dried
bone”) e obtidos em bancos de ossos comerciais,
possuem a capacidade de induzir, embora de maneira
clinicamente insignificante, uma peguena quantidade de
0sso, em camundongos, utilizando-se 25 miligramas de
matriz dssea implantada no musculo do quarto traseiro.
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Ha algumas décadas, o0 mecanismo da indugdo Gssea era
muito controverso. Sabia-se da existéncia de uma
substanciaindutora da formag&o 6ssea, mas as tentativas
de isolamento ndo apresentavam resultados satisfatorios.
Janadécada de 70, a osteogénese ectdpicainduzidapelo
implante de matriz dssea desmineralizada (MOD) foi
associada principalmente a presenca de uma matriz de
col&geno/proteoglicano e fatores protéicos, como a
proteina morfogenética, que pode ser extraida da matriz
Ossea desmineralizada. Essa proteina denominada de
“Bone Morphogenetic Protein” (BMP) atuaria como um
substrato indutivo ndo difusivel (URIST e
STRATES,1971). Quando a indugéo é feita por epitélio
osteogénico, € indispensével o contato entre as células
epiteliais implantadas e as células mesenquimais locais.
Essa constatacdo sugere a existéncia de alguma
propriedade de membranacomum aestas célulasepiteliais,
gue desencadeariaadiferenciacdo celular em osteobl astos
(WLODARSKI e OSTROWSKI, 1979).

A BMPfoi extraidacom suaatividade osteogénica
intactano inicio dos anos 80. (HANAMURA et al., 1980,
URIST etd., 1982).

ApGs o implante da matriz 6ssea desmineralizada,
a sequiéncia de transformagdes morfol dgicas observadas
gue levaaformagao de tecido 6sseo ocorrem da seguinte
maneira: numaprimeirafase hAumarespostafibrobléstica
em torno dos fragmentos de matriz éssea implantada,
seguida do aparecimento de condroblastos, osteoblastos
e, naultimafase, meduladssea(REDDI e HUGGINS, 1972,
ROSSINHOLI, 1981, IDERIHA, 1982, SANTANA, 1988).
Segundo Ideriha (1982), a medula éssea ectopica
apresenta-se morfologicamente semelhante & medula
Ossea esternal, sendo, no entanto, ligeiramente mais
gordurosa. Esfregacos da medula éssea ectdpicarevelam
todos os tipos celulares das linhagens eritrocitica,
mielociticae megacariocitica(REDDI e HUGGINS, 1975).
Acredita-se que as células da medula 6ssea ectdpica
originam-se da medula 6ssea do hospedeiro (REDDI,
1974), além de conter as CFU (Colony Forming Units) e
CFC (Coloning Forming Cells) (WLODARSKI e
JAKOBISIAK, 1978).

Assim, como foi descrito, o implante de matriz
Osseadesmineralizada(MOD) induz aformagdo demedula
Ossea ectdépica que se assemelha morfoldgica e
fisiologicamente amedula autéloga do hospedeiro. Desse
modo, a inducdo ectopica de medula Gssea poderia,
possivelmente, ter aplicagcdo no tratamento de doencas
gue envolvam transtornos hematopoi éticos e doencas de
imunodeficiéncia, uma vez que o transplante de medula
Ossea € um dos tratamentos mais eficientes paraaanemia
apléastica severa, quando existe doador “alogénico”
compativel (GRINER, 1980) e, como muitos doentes ndo
dispdem de doadores nesta condi ¢do, torna-se necessario
0 uso deterapias dternativas. Pelo contrario, no processo
deinducéo ectdpica de medula dssea ndo seria observado

o problemaderejeicdo, pois poderiaser utilizadaamedula
Ossea autéloga. A inducdo da osteogénese ectdpica
também é muito utilizada no intuito de se evitar os
problemas de rejei¢co narealizacdo de enxertos nas &reas
de ortodontia e ortopedia.

O presente trabalho teve como objetivo descrever
gualitativamente a evolucéo histolégica do fenémeno de
Osteo-miel ogénese ectdpica, apos o implante de matriz
Ossea desmineralizada, em camundongos machosefémeas.

MATERIAL E METODOS

Para o presente experimento, foram utilizados
camundongos machos e fémeas adultos, pesando
aproximadamente40a50g ecom 2 mesesdeidade, obtidos
no Biotério Central daFMRP-USP-Ribeirdo Preto (SP), os
quaisforam mantidosem gaiolas contendo 5 e 10 animais/
gaiola, respectivamente, perfazendo um total de 75
animais, sendo 25 machos e 50 fémeas, queforam divididos
em 5 grupos correspondentes ao controle (momento zero)
e 5 diferentes momentos da resposta osteomielogénica
ectopica(7, 14, 21, 28 e 35 dias). Cadagrupo eraconstituido
de 15 animais, sendo 5 machos e 10 fémeas. Todos os
animais receberam racdo e dgua“ad libitum”.

A matriz 6ssea desmineralizada (MOD) foi
preparada segundo Urist (1973), com modificacbes
(IDERIHA, 1982, SANTANA, 1988). No preparo dareferida
matriz foram utilizadas diéfises de fémures retiradas de
200 camundongos, machos e fémeas, sacrificados por
deslocamento cervical. Os ossos foram imediatamente
retirados, removidos os tecidos moles e as epifises, e
desmineralizados.

Depois de pronta, a matriz 6ssea desmineralizada
foi armazenadaem eppendorfse mantidasob refrigeracéo
a 4°C, até o momento do implanteintramuscul ar.

Para o implante intramuscular de MOD, os
camundongos foram anestesiados com tiopental sodico
na dose de 50mg/Kg de peso corpéreo,
intraperitonealmente (MASSONE, 1994) e procedida a
tricotomiae anti-sepsiadapele querecobrearegido lateral
superior dacoxa. Osanimaisforam colocados em dectibito
lateral, ocasido em que foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 1,0 cm napele, afascialatafoi rompida,
€10 mg de matriz 6sseaforam implantados entre asfibras
muscul ares do muscul o semimembranoso, bilateralmente.
Para a avaliacéo da resposta ao implante de MOD, cada
grupo de 15 camundongos (5 machos e 10 fémeas) foi
sacrificado em cinco diferentestempos: 7 - 14- 21 - 28 - 35
dias apOs o implante da MOD. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Esterno e placas
Osseas ectdpicas foram colhidos e fixados em Bouin,
durante 24 horas.

A remocao do &cido picrico foi feita por meio de
sucessivaslavagens em a cool 70% acrescidas de algumas
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gotasde amdniaa 10%. A seguir, o material foi processado
histotecnicamente, de acordo com os procedimentos de
rotina, no Laboratdrio de Histopatol ogiado Departamento
de Patologia Animal da FCAV - UNESP - Campus de
Jaboticabal. O material foi incluido em parafina e obtidos
cortes histolégicos seriados de 3 micrometros de
espessura e corados com HE (hematoxilina-eosing).

As preparacdes histolégicas das placas 6sseas
foram analisadas microscopicamente e avaliadas quanto
aintensidade de resposta mielopoiética, apos o implante
dematriz sseadesmineralizada. Asplacasforam avaliadas
também de maneira comparativaentre sexos.

As dlteracOes histoldgicas verificadas nas placas
Osseas ectopicas e medula dssea autdl oga (esternal) foram
analisadas e descritas qualitativamente dentro de cada
grupo que corresponde a um momento de sacrificio
diferente.

RESULTADOS

O grupo de animais avaliados ap6s 7 dias do
implante de matriz 6ssea desmineralizada (MOD)
apresentou no local do implante a presenca de restos de
matriz 6ssea implantada, em grande quantidade, cujos
fragmentos 0sseos se achavam envolvidos por uma
intensareacao fibroblastica. Verificou-se, também, inicio
de atividade condrogénica com visiveis condrécitos
hipertréficos; em alguns casos, pdde-se observar extensas
areas de condrogénese (Figura 1A). Em apenas dois
animais desse grupo foi observada a presenca de células
polimorfonucleares (PMNSs) envolvendo partes damatriz
implantada. Nesse grupo, aintensidade e as caracteristicas
da resposta foram semelhantes para machos e fémeas
(avaliados naprimeirasemanaapos o implante de MOD).
Aos 14 dias do implante da MOD, foi observada a
presenca de restos da matriz implantada, variando
individualmente desde uma grande quantidade até
pequenos fragmentos integros ou parcialmente
destruidos, além de focos de reabsorcéo da matriz. A
atividade condrogénica nesta etapa encontrava-se bem
adiantada e era permeada por tecido fibroblastico em
grande quantidade, em alguns casos era possivel a
visualizagdo de inicio de osteogénese com esboco de
trabéculas dsseas e, novamente, a presenca de células
polimorfonucleares junto com fibroblastos envolvendo
partes damatriz implantada (Figura1B).

Aos 21 dias do implante da MOD, pdde-se
observar a presenca de restos de matriz implantada,
substituicdo de tecido cartilaginoso por tecido 6sseo,
presenca de 0sso neoformado sendo visivel a presenca
de osteoblastos e ostedcitos, formacgéo de trabéculas,
inicio de vascularizac8o com presencade hemécias soltas
e capilares sinusdides raros. Foi observada também, mas
raramente, a presenca de megacari écitos juntamente com

células mononucleares atestando provavelmente o inicio
de formagdo de medula Gssea na placa ectOpica, com
capilares sinusodides e células adiposas em pouca
quantidade (Figura 1C).

Aos28dias, foi possivel observar aindaapresenca
derestosde matriz implantada, tecido 6sseo bem formado
e trabéculas Osseas, alguns fibroblastos espalhados,
presenca marcante de inimeros megacariécitos, vasos
sinusdides bem delimitados, gordura presente em
guantidade razoavel, presenca de hemacias e células
precursorasleucocitarias e eritrocitériasem vérios estédios
evolutivos. Nestemomento daavaliagdo, emboradeforma
discreta, ainda era possivel encontrar pequenos focos de
cartilagem (Figura1D).

Aos 35 dias apds o implante de MOD, foi
observado que todos os animais responderam bem ao
implante de matriz, desenvolvendo placa éssea ectdpica
contendo medula Gssea rica em componentes celulares
hematopoiéticos e do tecido de sustentacdo da
hematopoiese. Estas placas apresentaram uma grande
quantidade de gordura, restos de matriz implantada, 0sso
neoformado e trabéculas dsseas bem definidas, canal
medular contendo precursores leucocitarios e
eritrocitarios, presenca de capilares sinusodides,
megacariocitos bem evidentes e células adiposas em
grande quantidade (Figura 2).

A medula 6ssea ectdpica, observada aos 28 e 35
dias, revelou-se semelhante a autéloga (esterno),
encerrando igualmente, componentes hematopoi éticos e
microambientais. A observacéo cuidadosa dos cortes
histol6gicos das preparagfes medulares ectdpicas e
autdloga colocou em evidéncia um componente graxo
muito mais rico naquela do que nesta. Porém, de outro
lado, a quantidade de células precursoras sangiiineas de
todas as linhagens estava mais fortemente presente na
medula Gssea esternal. Este Ultimo achado também era
verdadeiro para a densidade populacional dos capilares
sinusdides intramedulares.

DISCUSSAO

As avaliagBes histologicas das placas 6sseas
ectépicas e medula dssea esternal revelaram que 100%
dos animais ja aos 28 e, principalmente, aos 35 dias,
apresentaram resposta osteiomielogénica positiva,
confirmando osresultados previamente descritos (REDDI
e HUGGINS, 1972, URIST, 1973, IDERIHA, 1982,
SANTANA, 1988).

As &reas de hematopoese na medula éssea ectopica
mostraram-se morfologicamente semelhantes a medula
Ossea esternal, tendo desenvolvido os elementos de
sustentagdo, cartilagem, 0sso e medula Gssea. Estas
observactes corroboram evidéncias, jareportadas, de que
areas de hematogénese na medula 6ssea ectdpica se
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ca observada

7 dias ap6s implante de MOD. B. Atividade condrogénica
ectdpica 14 dias apds implante de MOD. C. Atividade osteogénica ectdpica 21 dias apds o implante de MOD.
D. Atividade mielopoiética ectopica aos 28 dias do implante de MOD. Restos de matriz implantada (RM),
cartilagem (CA), tecido conjuntivo com predominéancia de fibroblastos (Tc), tecido 6sseo neoformado (O),
megacariocitos (—) elipdcitos (L ). HE, aumento de 400x.

Figura 1 — A. Atividade condrogénica ectépi

Assim, os resultados obtidos no presente ensaio
encontram ressonancia na hip6tese formulada por Urist
(1973), bem como nos achados reportados por Ideriha
(1982) e Santana (1988), segundo os quais o
desenvolvimento da medula dssea ectopica sefaz apartir
destemcells, que chegam ao local do implante através da
neovascul arizag&o.

Considerando-se os resultados obtidos no

Figura 2 — Atividade mielopoiética ectdpica aos 35 dias presente experimento, conclui-se que o implante
do implante de MOD em camundongos. intramuscular de matriz 6ssea desmineralizada induz a
Restos de matriz implantada (RM), tecido formagcao de placa bsseaectdpica, inclusive, com atividade
6sseo neoformado (O) e megacaridcitos (—). mielopoiética. Camundongos machos e fémeas
HE, aumento de 200x. responderam de forma semelhante e, positivamente, ao

implanteintramuscul ar de matriz 6sseadesmineraizada
desenvolvem a partir de precursores indiferenciados,

originados na medula dssea esternal. Estes precursores
indiferenciados chegariam pela circulacdo e se _
desenvolveriam no meio microambiente adequado,
estabelecido durante a sequiéncia de eventos que leva a
formagao da placa 6ssea ectopica.
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