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FUNCAO OSTEOINDUTORA DE FRAGMENTOS OSSEOS CONSERVADOS
EM GLICERINA A 98%. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

OSTEOINDUCTION IN BONE FRAGMENTS PRESERVED IN 98% GLYCERIN.
EXPERIMENTAL STUDY IN RATS
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O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a
funcdo osteoindutora atribuida aos fragmentos 6sseos conser-
vados em glicerina a 98%, por trinta dias, a temperatura ambi-
ente. Esses fragmentos foram obtidos de fémures e tibias de
ratos doadores. O implante desta matriz 6ssea foi realizado no O uso de enxertos 6sseos esta se tornando
tecido subcutaneo e intramuscular de ratos receptores. Analise freqUente na ortopedia veterinaria. como método de
histopatologica foi realizada no 060" e 90 dia apos o im- resolucao das fraturas cominutivaé reduzindo signi-
plante. Aos 30 dias, notou-se resposta osteogénica positiva, ' ¢ . ! » g
inclusive com mielogénese, que aos 60 e 90 dias foram efetiva- ficantemente a necessidade de amputagdo do mem-
mente concluidas. Nesses periodos, observou-se a presenca depro afetado. Nesse contexto, a necessidade de se
fragmentos de matriz ssea calcificada, sugerindo que fossem instituir banco de 0ssos para animais esta aumentan-
tecido 6sseo neoformado a partir da atividade osteoblastica . ~ . heci
observada aos 30 dias. Diante desses resultados, concluiu-se do. Os metodo_s de prese[\/agao mais conhecidos, (.je
que a glicerina € um bom meio para conservacéo de fragmentos acordo com a literatura, sdo congelamento, descalci-
ésseo; para uso em enxertos, uma vez que a fungao osteoindu-ficagéo e esterilizagao pelo oxido de etilenecdn-
tora foi preservada. temente, PINTO JR. (1990) e COSTA (1996) utili-
zaram, com sucesso, a glicerina a 98% como meio
de preservacdo de 0ssos para uso em enxertos. A
SUMMARY glicerina desidrata o tecido 6sseo substituindo a

maior parte da 4gua intracelular, sem alterar a con-

The purpose of the present study was to evaluate the - centracgo idnica das células, atuando como eficaz
osteoinduction of 98% glycerin-preserved bone fragments . . | I’
preserved by 30 days, kept at the room temperature. The bone pr(?tetor_ da 'nteg”dade Ce_u EEI‘ _(PIGOSSI, 1964)
fragments were obtained from femur and tibia of rats. The bone Além disso, age como anti-séptico ante os varios
fragments were implanted in the subcutaneous and intramuscular géneros de microrganismos patogénicos ou nao,
tissues of these. Histological studies were done at 30, 60 and 90 atuando como bactericida e fungicida exceto contra

days post-operatively. Positive osteogenic and myelogenic
response could be seen 30 days after implantion, and, were formas eSporUIadas (PIGOSSI’ 1967)-

concluded 60 and 90 days . Completely calcifiethe matrix A osteoinducgdo é uma das principais pro-
fragments were observed in these days, suggesting that this newly priedades atribuidas aos enxertos 0sseos. O termo
formed bone tissue was derived from the osteoblastic activity refere-se ao processo pelo qual as células tronco
observed on 30 post-operatively day. The results showed that . . . . .

glycerin is a good medium to preserve bone fragments for grafts MeSeNquimMais, pre§en_tes no tec@o _C'rcunl_aceh‘me ao
use because it seems to keep the osteoinduction activity. local do enxerto, sdo induzidas a diferenciacdo em
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células de linhagem osteogénica (ALEXANDER, 70%, contendo 10% de aménia, para remogédo do
1987). Esse mecanismo esta relacionado a atividade &cido picrico presente no fixador. O material foi
da “bone morphogenetic protein” (BMP) (URIST, entdo desidratado e incluido em parafina. Cortes
1965; BESSHOet al, 1992; YABU et al, 1992; histolégicos de m de espessura foram corados
OGAWA et al, 1992; BESSHO & IZUKA, 1994; pela hematoxilina-eosina e examinados em micros-
HORISAKA et al, 1994) presente na matriz 6ssea. copia de luz.
Todavia, a preservacgdo dessa proteina e de sua ativi-
dade osteoindutora em fragmentos 6sseos conserva-RESULTADOS E DISCUSSAO
dos em glicerina € motivo de duvida.

Neste ensaio, investigou-se a preservagao A matriz 6ssea desmineralizada (MOD),
da atividade osteoindutora em fragmentos ¢sseos de quando implantada no tecido conjuntivo subcutaneo
ratos conservados em glicerina a 98%, durante trinta e muscular, desencadeia uma série de reacgdes teci-

dias e a temperatura ambiente. duais, identificaveis histologicamente, que se suce-
) dem em uma seqiéncia temporal bem definida.
MATERIAL E METODO Entretanto, os momentos em que cada transformacgéo

ocorre e a duracao de cada estadio séo variaveis. A
Os fragmentos 6sseos utilizados para o formacdo de tecido e medula éssea observada no
enxerto foram obtidos de fémures e tibias de ratos presente trabalho ocorreu em tempos mais tardios do
adultos jovens e saudaveis, pesando entre 200-250g,que os descritos por URBINATI (1978). Segundo a
que foram sacrificados por inalacdo prolongada de autora, as caracteristicas histolégicas de osteogénese
éter. Apos a colheita dos ossos, as epifises, os restoglefinidas pela grande quantidade de osteoblastos
musculares e o periésteo foram removidos com presentes no interior da matriz 6ssea, trabéculas
auxilio de serra manual e bisturi. Para a remocdo da 6sseas neoformadas e tecido hematopoético, que
medula éssea foi utilizado pino metalico com rosca foram observadas no 2@ia ap6s o implante, neste
sob agua corrente. A seguir, os fragmentos ésseosensaio somente foram notados aos 30 dias. Essa
foram imersos em glicerina a 98% e mantidos a diferenca pode ser atribuida ao fato de que neste
temperatura ambiente, por 30 dias. ensaio utilizou-se matriz 6ssea mineralizada
Antes do implante, os fragmentos 6sseos (MOM), enquanto URBINATI (1978) usou matriz
foram reidratados durante dez minutos em solugdo 0ssea desmineralizada. Segundo REDDI (1974), a
fisiolégica. A seguir, foram seccionados com cisalha presenca de calcio nos fragmentos ou no p6 de osso
em tamanhos de 3mimEsses fragmentos foram inibe as transformagBes cartilaginosa e Ossea.
implantados em dois grupos de quatro ratos, machos URBINATI (1978), utilizando p6é de osso contendo
e adultos, (180 a 250g), sob anestesia inalatéria com 1,2% de célcio, verificou que essa quantidade é
éter etilico. No grupo 1, uma vez anestesiados, os suficiente para inibir de maneira quase total a for-
animais foram colocados em decuUbito ventral, tri- macéo de cartilagem e 0sso, mas néo a reacéo fibro-
cotomizados e submetidos a anti-sepsia regional blastica. No presente estudo, apesar da utilizacéo de
com alcool e iodo povidine. A seguir, foi feita inci- matriz 6ssea mineralizada (MOM), os resultados
sdo de aproximadamente 1,5cm sobre a linha média revelaram que o processo de osteoinducédo néo foi
dorsal da regido toracica, e depois da divulsdo da inibido. Isso pode estar relacionado com a acgdo da
pele, os fragmentos foram implantados no tecido glicerina sobre os fragmentos ésseos implantados,
subcutaneo, em dois pontos paralelos e equidistantesimpedindo, possivelmente, que o efeito inibitorio do
a incisdo, sendo depositados seis fragmentos de célcio sobre a condrogénese e a osteogénese possa
cada lado. se estabelecer. Como a glicerina desidrata o tecido
No grupo 2, os animais anestesiados fo- Gsseo e preserva a concentracdo ibnica das células,
ram posicionados em decubito lateral esquerdo e o mantendo a integridade celular (PIGOSSI, 1964), é
campo operatério foi preparado como no grupo 1. possivel que também preserve a BMP, mantendo sua
Foi feita a incisdo da pele na face medial da coxa funcdo osteoindutora. Assim, 30 dias ap6s o im-
esquerda, com aproximadamente 1,5cm de extensdoplante intramuscular, a andlise histolégica revelou a
e outra incisdo no musculo gracil, onde foram im- presenca de fragmentos ésseos parcialmente rare-
plantados seis fragmentos ésseos. feitos e envolvidos por tecido conjuntivo ricamente
Os animais de ambos os grupos foram sa- vascularizado. Nesses fragmentos, havia quantidade
crificados ap6s 30, 60 e 90 dias por inalagdo prolon- significante de osteoclastos, indicando atividade de
gada de éter, com vistas a colheita de material no reabsor¢édo do tecido 6sseo, lacunas preenchidas por
local do implante. Esse material foi fixado em solu- células indiferenciadas, megacariocitos e outras
¢do de Bouin e, posteriormente, lavado com alcool células do tecido hematopoético e grande nimero de
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neovasos. Vestigios de calcificacdo também foram Observaram que os cées receptores apresentaram
observados. No interior da matriz 6ssea e no espaco recuperacdo do membro afetado em 100% dos casos,
circunjacente aos fragmentos implantados, estavam concluindo que esse método de preservagdo também
presentes osteoblastos, indicando inicio do processo é viavel para manutencao da funcéo osteoindutora da
de ossificagdo, além de trabéculas 6sseas neoforma-matriz 6ssea. Uma vez que o uso de MOM, apenas
das demostrando atividade osteoblastica e osteogé-conservada a frio, ndo foi efetivo para inducédo de
nica. osteogénese experimental em ratos, independente-
O implante de fragmentos 0sseos no teci- mente do local de implante (REDDI, 1974,
do subcutédneo promoveu reacdo semelhante a des-URBINATI, 1978), os resultados encontrados neste
crita anteriormente. Observou-se atividade osteo- trabalho permitem concluir que a glicerina a 98% é
blastica expressiva e presenca de tecido conjuntivo um bom meio para conservacdo de fragmentos 0s-
invadindo a matriz 0ssea, formando arcabougo de seos destinados a enxertia. Esses, quando implanta-
vasos e tecido hematopoético nas lacunas. Nas ava-dos no tecido subcutaneo e intramuscular de ratos,
liagbes dos implantes ap6s 60 dias, observou-se induziram a diferenciacdo de células mesenquimais
tanto nos do tecido subcutaneo como nos do tecido em tecido 0sseo, que completou seu processo de
intramuscular, a presenca de fragmentos 6sseos comcalcificagdo aos 90 dias. Entdo, de alguma maneira,
areas de reabsorcéo, encapsulados por tecido con-a glicerina preservou a funcéo osteoindutora do
juntivo e com vascularizacdo abundante. A esse material implantado, quicd por conferir algum tipo
tempo j& ndo havia sinais de atividade osteoclastica de protecdo a BMP.
ou osteoblastica . A evidéncia da preservacao da atividade
Com relagdo aos implantes examinados osteogénica de fragmentos O6sseos pela glicerina
apds 90 dias, tanto no tecido intramuscular como no possibilita que bancos de ossos destinados a enxertia
subcutaneo, Qbservog-se reagép_semelhante i‘i desestoquem fragmentos de MOM ou MOD em lugar
crita aos 60 dias. Porém, nesta ultima observacao, 0s gye pecas integras e grandes, otimizando a utilizagio

fragmentogsosrseesosl:tgosse %p(;gtsrzrr];?r\]/am (éalcalf(l)caggz. de espaco de armazenamento e a quantidade de
. : utad ~ que, A glicerina.

apos o implante, havia osteogénese e mielogénese,
gue se apresentaram consolidadas aos 60 e 90 dias.
Nesses periodos mais tardios, observavam-se frag- AGRADECIMENTOS
mentos Osseos totalmente calcificados. Essa obser- . N
vagao sugere que tais fragmentos sejam ossos neo- ?Spa“m;zs/é"gs;gds‘;"?msat FAFPESFF Pe';’ CX”C?ng_de

. P T Olsa ae roc. -6), a Slla. Francisca de AsSSIS Arais-
formados a p?‘”'r da atividade osteoblastica obser- son e a Sra. Maria Ines Yamazaki de Campos pelos servigos
vada aos 30 dias. técnicos prestados.
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