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Potencial osteoindutor da matriz 6ssea homologa desmineralizada
de coelho

Osteoinductivity of demineralized homologous bone graft in rabbits

Ricardo Junqueira Del Carlo Alessandra Maria da Silva Marlene Isabel
Vargas Viloria Claudio Cézar Fonseca Damaris Rizzo Oliveira

RESUMO

O trabalho objetivou avaliar o potencial
osteoindutor da matriz 6ssea homologa (MOD)
desmineralizada em dcido cloridrico. Em doze coelhos adultos,
foi realizada uma incisdao sagital mediana na pele abdominal,
de aproximadamente 5 cm, e a divulsdo do tecido subcutdneo,
permitindo que trés fragmentos de MOD, com 1 cm de
comprimento, fossem implantados em “bolsas” confeccionadas
cirurgicamente no misculo reto abdominal. A MOD foi
preparada a partir de radios de coelhos sacrificados por
superdosagem anestésica e estocada em etanol 70%, em
temperatura ambiente, por, no minimo, 15 dias, até o momento
do uso. Para permitir andlise prévia as enxertias, fragmentos
de MOD preservados em etanol 70% e fixados em formol a
10% tamponado foram submetidos a rotina histologica. Quatro
coelhos foram sacrificados a cada duas, quatro e seis semanas
de pos-operatorio. A rotina histolégica foi realizada, também,
em dois dos enxertos implantados em cada animal, em cortes
longitudinais e transversais, corados por H&E e no fragmento
restante a deposi¢do de osso novo foi evidenciada pela
fluorescéncia da tetraciclina administrada aos animais. Os
resultados da pesquisa permitiram concluir que o dcido
cloridrico 0,6 N promoveu desmineralizagdo eficaz e manteve
o potencial indutor da matriz 6ssea; a imersdo da matriz éssea
desmineralizada em etanol 70% propiciou a esterilizagdo dos
enxertos homologos e ndo inibiu o potencial osteoindutor, e
também que, a MOD, devido a fatores indutores inerentes que
atuam sobre as células dos tecidos adjacentes, promoveu
quimiotaxia, mitose e diferenciag¢do celular.

Palavras-chave: reparagio ossea , osso desmineralizado,
enxerto 0sseo.

ABSTRACT

In order to evaluate osteoinduction of the
homologous demineralized bone matrix (DBM), 1 cm radial
fragments were demineralized in HCL 0.6 N solution for 24
hours, preserved in 70% ethanol solution and implanted in the
abdominal musculature of 12 adult rabbits. The animals were
sacrificed at 2, 4 and 6 post-operative weeks. After euthanasia,
macroscopic, miroscopic and tetracycline fluorescence exams
were performed. At four weeks, the implants already presented
calcification signs. Microscopically, there was mature bone
and medulary canal with hematopoietic cells, at six weeks.
There was no evidence of rejection, or fluorescence at two and
four weeks; at six weeks, there was difuse and concentric bands
fluorescence. DBM in HCL 0.6 N solution and preserved in
ethanol 70% solution maintains its osteoinductive property
and remains sterile.

Key words: bone reparation, demineralized bone, bone graft.

INTRODUCAO

Os tipos celulares que constituem o 0sso
se originam das células tronco que ddo origem a duas
populagdes de células osteogenicamente competentes:
as células osteoprogenitoras determinadas (COPD),
que se diferenciam em células osteogénicas,
assegurando o crescimento, a manutencdo, a
remodelagdo e a reparacdo Osseas; e as células
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osteoprogenitoras indutiveis (COPI), que precisam de
um fator indutor para se diferenciar (BANKS, 1992).
As COPIs, que somente se diferenciardo para formar
osso sob a influéncia de um fator indutor, podem ser
encontradas no tecido conjuntivo em geral e também
na medula 6ssea. Podem participar da osteogénese
heterotdpica e influenciam processos reparativos
(BRIGHTON etal., 1992).

A matriz 6ssea ¢é constituida por
componentes inorganicos € por organicos, que sio
tradicionalmente divididos em colageno e proteinas ndo
colagenas. Os fatores de crescimento 6sseo consistem
em menos de 1% das proteinas nao colagenas (LIND,
1998), sdao produzidos pelos osteoblastos e
incorporados na matriz extracelular durante a formagéo
oOssea, mas pequenas quantidades podem ser removidas
do soro e incorporadas a matriz. Os fatores de
crescimento estdo localizados dentro da matriz até que
aremodelagdo ou o trauma causem sua solubilizagdo e
liberagdo (URIST, 1994; LIND, 1998).

Durante o processo de reparagdo Ossea, 0s
fatores de crescimento tém importantes fungdes tanto
na iniciagdo quanto na manutengéo da diferenciagdo e
proliferacdo das células osteoprogenitoras ¢ dos
osteoblastos que contribuem para a formacéo do osso
novo (LIND, 1998). As proteinas dsseas morfogenéticas
(BMPs) sdo expressas durante as fases precoces da
reparagdo dssea, ¢ o seu carreador é a matriz colagena,
a matriz 0ssea desmineralizada e as varias matrizes
polissacaridicas sintéticas (WOSNEY, 1994).

A desmineralizag¢do da matriz 6ssea (MOD)
expde as proteinas osteoindutoras, podendo, de fato,
ativa-las. Comparagdes clinicas diretas do sucesso do
tratamento usando enxertos homélogos mineralizados
e desmineralizados produzem resultados similares,
embora o padrdo do primeiro seja osteocondutor,
enquanto o desmineralizado ¢é considerado
osteoindutor (SCHWARTZ et al., 1998).

A fungdo da matriz parece ser a imobilizagdo
da proteina osteoindutora em um sitio particular por
um tempo suficiente para que ocorra a indugdo Ossea
(WOSNEY, 1994). Como a MOD n#o apresenta atividade
osteogénica, a formagdo Ossea que ocorre se deve a
influéncia osteoindutora exercida pela matriz implantada
(TULI & SINGH, 1978).

LANE & SANDHU (1987) caracterizaram os
fenémenos indutivos manifestados pela MOD como
uma cascata seqiiencial de eventos inter-relacionados
semelhantes ao que ocorre durante a ossificagdo
endocondral. Observaram que, histologicamente, a
formacgdo 6ssea intramembranosa pareceu ser o evento
predominante, com areas de ossifica¢do endocondral
na interface osso receptor ¢ implante.

Diversas causas podem explicar os
diferentes resultados clinicos quando o tratamento com
MOD ¢ utilizado. Uma causa potencial pode ser o fato
de que as proteinas osteoindutoras estdo presentes,
mas em quantidade insuficiente para eliciar formacao
ossea detectavel, ou elas estdo em uma forma inativa.
Outra pode estar associada a diferentes técnicas de
processamento do material e, ou, a caracteristicas do
doador (SCHWARTZ et al., 1998). Presumivelmente,
quanto mais minerais sdo removidos da MOD, mais
BMPs tornam-se expostas e solubilizadas, ¢ como
resultado, o osso corretamente desmineralizado é
maximamente osteoindutor (ZHANG et al., 1997).

A musculatura apresenta caracteristicas
vasculares com capacidade de fornecer células tronco
mesenquimais, que permitem o inicio da formagao 6ssea
em resposta aos fatores osteogénicos existentes no
enxerto homologo transplantado (BROWN et al., 1997;
SOLHEIM, 1998).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial osteoindutor da matriz 6ssea homodloga
desmineralizada em acido cloridrico, apds implantagéo
em sitio heterotopico, considerando o conceito de
WHITE & SHORS (1986) os quais afirmaram que,
quando o implante é colocado em tecido mole e a
formagdo dssea que ocorre evidencia diferenciacdo
celular, ele é dito osteoindutor.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal
de Vicosa, em doze coelhos adultos da raca Nova
Zelandia Branco. O protocolo anestésico consistiu de
pré-anestesia com acepromazina® (0,2 mg/kg, IV) e
anestesia dissociativa com tiletamina/zolazepam® (15
mg/kg, IV). Cada coelho recebeu 40.000 Ul/kg, IM, de
penicilina G benzatina®, logo apos a medicagdo pré-
anestésica. Apds os procedimentos cirurgicos, os
animais foram alojados individualmente em gaiolas,
recebendo ragdo comercial e agua ad libitum.

A MOD foi preparada a partir de radios de
coelhos sacrificados por superdosagem anestésica.
Todo o tecido mole foi removido do 0sso, com bisturi e
sem uso de produto quimico. Os ossos foram
desmineralizados por imersdo em acido cloridrico, em
temperatura ambiente; o osso foi considerado
totalmente desmineralizado quando se apresentava
mole, transparente e flexivel. A MOD foi estocada em
etanol 70%, em temperatura ambiente, por, no minimo,
15 dias, até o momento do uso.

Objetivando analise prévia as enxertias,
fragmentos de MOD preservados em etanol 70% e
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fixados em formol a 10% tamponado foram submetidos
a rotina histologica. Os cortes confeccionados foram
corados por H&E e avaliados, em microscopia optica,
quanto as caracteristicas teciduais.

Os animais foram posicionados em decubito
dorsal e preparado o campo operatorio. Uma incisdo
sagital mediana na pele abdominal, de aproximadamente
5 cm, e a divulsdo do tecido subcutaneo, permitiram
que trés fragmentos de MOD, com 1 cm de comprimento
e envolvendo todo o didmetro do radio, fossem
implantados em “bolsas” confeccionadas
cirurgicamente no misculo reto abdominal, sendo duas
no lado direito e uma no esquerdo, distantes 1 cm da
linha média e com 2cm de afastamento entre si.

Quatro coelhos foram sacrificados a cada
duas, quatro e seis semanas de pos-operatorio. A época
das necropsias, os implantes foram observados quanto
ao tamanho e consisténcia, presenga de
encapsulamento e evidéncias de calcificagio.

A rotina histologica foi realizada, também,
em dois dos enxertos implantados em cada animal, em
cortes longitudinais e transversais, corados por H&E
e examinados ao microscopio Optico. Foram avaliadas
a presenca de reacdo inflamatdria, encapsulamento,
tecido condro/ostedide e tecido medular.

Para o exame da fluorescéncia da tetraciclina,
todos os coelhos receberam 30mg/kg de oxitetraciclina’,
IM, por trés dias consecutivos. O mesmo protocolo foi
repetido apos intervalo de uma semana. Os coelhos
foram sacrificados 48 horas apds a tltima aplicacdo, e
o material foi processado segundo técnica preconizada
por VOLPON (1985). O material foi examinado em
fotomicroscopio de fluorescéncia por epiiluminagao,
com filtro triplo DFE* e fotografado. A deposigdo de
0sso novo no espago de tempo determinado foi
evidenciada pela fluorescéncia.

RESULTADOS

Na avaliagdo microscopica realizada antes
da implantacdo, a MOD apresentou-se eosinofilica,
homogénea e com baixa celularidade e as células
presentes apresentaram alteragdes nucleares do tipo
cariolise, cariorrexe e picnose (Figura 1).

A necropsia, todos os enxertos implantados
foram recuperados sem diminui¢do de tamanho e
estavam bem incorporados ao tecido adjacente. Na
segunda semana, foi possivel visualizar um delicado
revestimento capsulo-fibroso. Inicialmente, o enxerto
ndo mostrava sinais macroscopicos de calcificacdo,
apresentando consisténcia semelhante 8 da MOD. Na
sexta semana, 0 enxerto apresentava-se rijo e rangia ao
corte com navalha, demonstrando indicios de focos de
calcificac@o.

Figura 1 - Aspecto microscopico da matriz 6ssea desmineralizada
antes da implantacdo: matriz (M) eosinofilica e
homogeénea, contendo células com caracteristicas de
necrose, como picnose (seta). H&E. 400X.

Histologicamente, na segunda semana de
pos-operatorio, os enxertos conservavam a forma
cilindrica, sendo constituidos por cortical e canal
medular, e estavam revestidos por tecido conjuntivo
fibroso aderido a superficie (Figura 2A). Ndo foram
observadas caracteristicas de reag¢do inflamatdria do
tipo corpo estranho. Células gigantes multinucleadas
ja iniciavam o processo de reabsor¢do da periferia do
implante. A matriz implantada tinha aspecto coagulado
e raros coragdes condroides no seu interior, os quais
ocupavam principalmente os antigos canais vasculares,
que também estavam preenchidos por células blasticas
em sua maioria. O canal medular apresentava formagao
de cartilagem aderida a matriz e estava preenchido por
tecido conjuntivo fibroso e por células blasticas
estreladas (Figura 3), por outras que pareciam ser da
linhagem hemocitopoiética e por grande quantidade
de hemacias.

Com a evolugdo (quatro e seis semanas),
mais cora¢des condrdides se evidenciavam e
osteoblastos preenchiam os canais de Havers e
Volkmann, que se apresentavam alargados e continham
células multinucleadas, semelhantes a osteoclastos,
que fagocitavam a matriz (Figura 4A). A incorporaggo
do enxerto foi evidente (Figura 2B), com a penetragdo
de vasos sanguineos na matriz. Foi possivel observar
células semelhantes a fibroblastos, porém
apresentavam nucleo ovdide e menos basofilico, que
pareciam células indiferenciadas ou em processo de
desdiferenciagdo, localizadas no interior da MOD
implantada (Figura 4B). Havia areas de formagao ossea,
mais na periferia do implante, compostas por trabéculas
irregulares revestidas por osteoblastos, notando-se,
também, areas de matriz ostedide que preenchiam
praticamente toda a regido ocupada pelo enxerto
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Figura 2 — Aspecto microscopico do processo de formagdo ossea. Em A, corte longitudinal da matriz dssea implantada, na segunda semana
de pos-operatorio: MOD (1); tecido conjuntivo fibroso (2); invasdo dos canais vasculares por células indiferenciadas do tecido
receptor (seta). Em B, corte transversal do implante na quarta semana: novo osso (1); restos da MOD (2); penetragdo da matriz
por células indiferenciadas do tecido receptor (setas); tecido conjuntivo fibroso (3). H&E. 100X. Em C, corte transversal do novo
osso formado (1) na sexta semana: osteoblastos ativos (setas); medula (2). Em D, corte transversal da regido medular na sexta
semana: trabécula dssea (1) com osteoblastos ativos (seta negra); célula gigante multinucleada (seta dentro do quadrado); medula
(2); célula indiferenciada (seta dentro do circulo), células da linhagem hemocitopoiética (circulo). H&E. 400X.

(Figura 2C). A ossificagdo intramembranosa foi
predominante na periferia do implante. A cavidade
medular apresentava fibras reticulares, vasos
sanguineos e tecido hemocitopoiético (Figura 2D).

Na segunda e quarta semanas apds a
enxertia, predominou a auséncia de fluorescéncia
especifica. Posteriormente, na sexta semana,
predominavam areas fluorescentes amorfas
acompanhadas por lamelas fluorescentes. As areas
amorfas corresponderam ao primeiro protocolo de
tetraciclina e a formagao de osso imaturo, ¢ as lamelas,
ao segundo protocolo, caracterizando osso maduro. O
espaco entre estas duas camadas de fluorescéncia
correspondia a semana de intervalo entre as duas
aplicagdes do antibidtico.

DISCUSSAO

Apesar do mecanismo da desmineralizag@o
pelo acido cloridrico ser pouco conhecido
(LEEWANDROWSKI et al., 1997), a sua utilizagdo a 0,6
N mostrou-se eficiente, tornando-o um método viavel,
de baixo custo, rapido e pratico, como observado por
TULI & SINGH (1978), e ndo destruiu o potencial

osteoindutor da MOD, além de néo ter ocorrido reagédo
inflamatoria do tipo corpo estranho. Entretanto, outros
acidos utilizados no experimento de NADE &
BURWELL (1977), alteraram as propriedades
bioquimicas da matriz ou evocaram reagao do tipo corpo
estranho.

A preservacdo em etanol 70% mostrou-se
eficaz, ja que ndo foi observada qualquer infeccdo
decorrente de contaminagdo e, provavelmente, ndo
alterou as caracteristicas bioquimicas da matriz,
indicando o poder de esterilizacdo deste alcool e, ao
mesmo tempo, sua inocuidade para a matriz e suas
proteinas (URIST, 1994; BROWN et al., 1997).

A MOD apresentou-se mole, flexivel e
transparente, assim como observaram TULI & SINGH
(1978). Microscopicamente, foi observado uma matriz
colagenosa, eosinofilica e sem evidéncias de deposi¢do
mineral, mas, ao contrario dos relatos de VAIL et al.
(1994), ndo apresentou acelularidade, e sim baixa
celularidade. No entanto, as células presentes nio
pareciam viaveis devido as alteragdes nucleares.
Acredita-se que a alta concentragdo de acido cloridrico
tenha inviabilizado as células, removendo a capacidade
osteogénica do enxerto, mas conservando a capacidade
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Figura 3 — Aspecto microscopico do corte longitudinal da MOD
implantada, na segunda semana de pos operatorio: matriz
(1); deposigao de cartilagem na periferia da matriz (2);
condrocitos (setas dentro dos quadrados); células
blasticas estreladas (setas negras). H&E. 400X.

osteoindutora, como comprovaram os resultados
histolégicos, que, por sua vez, corroboram a afirmacgéo
de AICHELMANN-REIDY & YUKNA (1998) que,
atualmente, somente a MOD e BMP homodlogas
cumprem esse papel.

Assim como HOSNY & SHARAWY (1985),
foi observado que as células atraidas para a matriz foram
capazes de invadir sua estrutura colagenosa,
possivelmente devido a secrecdo de enzimas
proteoliticas, que digerem a matriz e criam fendas por
onde as células migram. E, segundo TULI & SINGH
(1978), a medula vazia, os canais haversianos e os
espacos lacunares ofereceram canais permeaveis, que

foram ocupados de forma instantanea pelas células
tronco reparadoras.

Os enxertos implantados no musculo
abdominal foram recuperados da mesma forma e com os
mesmos tamanhos, ao contrario dos dados de URIST &
DOWELL (1968), que afirmaram nao haver explicacdo
para que seus implantes, apesar de terem perdido
tamanho, tenham mantido a forma. Pode-se inferir que
este processo foi tipico de reabsor¢do e substitui¢do
por tecido 6sseo induzido pela presenga da MOD.

E possivel afirmar que a formagao dssea se
deveu a capacidade osteoindutora da MOD e mais
especificamente da BMP, pois, apesar de a MOD conter
varios fatores de crescimento, segundo SOLHEIM
(1998), as BMPs sdo os unicos fatores conhecidos que
provocam esta formagdo Ossea, por estimularem as
células tronco a se diferenciarem em osteoblastos.
Também WOSNEY (1994) observou que a implantagdo
de BMP na forma de MOD produziu resultados
equivalentes a implantagcdo de BMP pura, in vivo.

Os enxertos recuperados da musculatura
abdominal estavam bem incorporados ao tecido
adjacente, e, como foi observado por HOSNY &
SHARAWY (1985), estavam inicialmente envolvidos
por um fino envoltorio de tecido fibroso, que, segundo
os autores, pode ter participado na osteo e
condrogénese, por ter provido um poo! de células
osteoprogenitoras que foram atraidas a MOD
implantada, provavelmente por um fator quimiotatico
derivado do tecido 6sseo.

A formacdo de tecido hemocitopoiético no
interior dos implantes pode ser explicada pela teoria da

Figura 4 — Aspecto microscopico da incorporagdo da MOD implantada, na quarta semana de pos-operatorio. Em A, corte transversal: canal
vascular com numerosas células gigantes multinucleadas (seta dentro do circulo); matriz (M); osteoclasto absorvendo a matriz
(circulo); células blasticas (setas). Em B, corte longitudinal: invasdo dos espagos vazios da matriz implantada por células do
hospedeiro: fibroblastos (setas); células de niicleo ovoide e menos basofilico, provavelmente em processo de desdiferenciagdo

(seta dentro do circulo). H&E. 400X.
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desdiferenciagdo citada por NATHANSON (1985).
Fatores de crescimento ndo especificos do tecido
0sseo, em microambiente favoravel a formagdo de
medula no interior do implante, podem ter agido ndo s6
sobre células mesenquimais, diferenciando-as, mas
também sobre células de fenotipo pouco rigido,
determinando um processo de desdiferenciagédo
seguido pela rediferenciacdo em células precursoras
da linhagem hemocitopoiética.

Esta teoria também pode ter implicagdo na
origem das células osteoprogenitoras indutiveis, as
quais podem vir de uma desdiferenciacdo dos
fibroblastos oriundos da capsula de tecido conjuntivo
fibroso que envolveu a MOD implantada.

A tetraciclina possui uma molécula grande
que se liga aos microcristais minerais durante o
processo de deposicdo Ossea, ¢ nesta pesquisa, ficou
evidente sua afinidade pela fracdo inorganica do osso,
pois a matriz organica ndo apresentou qualquer tipo de
fluorescéncia. Na forma como foi utilizada, permitiu
avaliar o crescimento 0sseo referente ao periodo total
de aplicacdo, que correspondeu aos trés dias da primeira
aplicagdo do antibidtico, aos sete dias de intervalo e
aos trés dias da ultima administracdo, determinado
formacdes 6sseas maduras e imaturas.

CONCLUSOES

Com base nos resultados desta pesquisa,
pode-se concluir que o 4cido cloridrico 0,6 N promove
desmineralizagdo eficaz e mantém o potencial indutor
da matriz 6ssea. A imersdo da matriz dssea
desmineralizada em etanol 70% propicia a esterilizagdo
dos enxertos homologos e ndo inibe o potencial
osteoindutor. E também que a MOD devido a fatores
indutores inerentes que atuam sobre as células dos
tecidos adjacentes, promove quimiotaxia, mitose e
diferenciacdo celular.
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