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RESUMO 
O osteossarcoma, tumor maligno caracterizado pela formação direta de osso ou 
osteóide, é a segunda neoplasia primária óssea mais comum, com epidemiologia 
bimodal acometendo crianças e adultos. Tem preferência pela região metafisária dos 
ossos longos nos jovens e ossos chatos em pacientes acima de 50 anos. Sua etiologia 
é desconhecida, com quadro clínico de dor local e na articulação adjacente, sem alívio 
com repouso e analgesia. Seu prognóstico está relacionado a completa remoção do 
tumor no ato cirúrgico. Tumores localizados em regiões pouco susceptíveis à exerese 
completa apresentam baixo sucesso terapêutico, já que é um tumor que em alguns 
tipos histopatológicos apresenta baixa resposta à quimioterapia. Tal fato gera limitação 
a propostas terapêuticas adequadas, com baixa taxa de sucesso especialmente 
naqueles localizados em regiões de difícil acesso cirúrgico, tal como coluna vertebral e 
calota craniana, regiões estas muitas vezes também envolvidas na recorrência deste 
tipo tumoral.  Para que novas opções terapêuticas sejam testadas, o desenvolvimento 
de modelo animal com evolução tumoral semelhante àquele que ocorre no 
homem,auxilia e permite que possam ser acompanhadas sem a necessidade do 
sacrifício do animal, como, por exemplo, por cintilografia com Tecnécio 99m Sestamibi, 
o qual apresenta baixo custo e alta especificidade na detecção de tumores malignos. 
Objetivo:  Desenvolver um modelo animal de osteossarcoma de calota craniana e de 
coluna vertebra in vivo que possa ser empregado no desenvolvimento de novas opções 
terapêuticas. Como objetivo secundário pretende-se determinar a eficácia da 
cintilografia com 99mTc-MIBI na detecção dos osteossarcomas em modelo animal 
ortotópico de calota craniana e coluna vertebral. Material e Métodos:  Foram utilizados 
camundongos Balb/c nu/nu e foram divididos em dois grupos: aqueles a serem 
implantados na calota craniana (n=8) ou coluna vertebral (n=9). Células de 
osteossarcoma humano (106 células MNNG/HOS) foram inoculadas diretamente na 
superfície da calota craniana após escarificação por via percutânea, assim como no 
processo transverso da coluna vertebral. Imagens com 99mTc-MIBI e Radiografia 
simples foram realizadas após a implantação e evolução do tumor. Resultados:  Todos 
os animais do Grupo Calota Craniana e cinco do Grupo Coluna Vertebral apresentaram 
tumor detectáveis macroscopicamente.  Todos os ratos apresentaram alterações de 
captação de 99mTc-MIBI. Ao Raio X todos os animais do grupo Calota Craniana e 3 
dos 5 animais do grupo Coluna Vertebral que desenvolveram tumor apresentaram 
imagens sugestivas de lesão. Conclusão: Os modelos ortotópicos de osteossarcoma 
de calota craniana e coluna vertebral em camundongos atímicos são factíveis e 
permitem o acompanhamento in vivo para o desenvolvimento de novas opções 
terapêuticas. A cintilografia com 99mTc-MIBI foi eficaz na detecção dos 
osteossarcomas em modelo animal ortotópico de calota craniana e coluna vertebral. 
_____________________________________________________________________ 

Palavras chave:  Osteossarcoma, Camundongos nus, Tecnécio 99mTc Sestamibi, 
Ensaios Antitumorais Modelo de Xenoenxerto 
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ABSTRACT 

Osteosarcoma (OS), a malignant tumor characterized by a direct formation of bones or 
osteoid, is the second most common primary bone neoplasm, with bimodal 
epidemiology. This type of cancer affects both children and adults and it grows 
preferably on metaphyseal region (either on long bones in young adults or flat bones on 
patients over 50 years). It has an unknown etiology, and the clinical symptom comprises 
local pain and pain in the surrounding area, such as adjacent joint, unrelieved by rest or 
anesthesia. Furthermore, it is a tumor with low responses to chemotherapy, leading to a 
variety of tumor cell necrosis, with a prognosis of surgery for complete removal of the 
tumor. Therefore, if the tumor is located on a so-called hard to access location or an 
impossible area to access surgically, leading to difficulties on removing it, it is otherwise 
necessary to adopt a new therapeutic treatment to pursue the success on its treatment. 
In order that new therapies could be tested, new models are necessary to be developed, 
with no sacrifice of the animals during the tests, as an example 99mTc-MIBI, which have 
low cost, high especifity in malignant tumors detection. Objective : Develop a model of 
vertebral OS and skull OS that permits to test further therapies. As a secondary 
objective to determine the effectiveness of images with 99mTc-MIBI in detecting 
osteosarcoma tumors in the presented model. Material and Methods : The animals 
used in this study were nude mice and were divided into two different groups: those with 
implantation of OS on  the skull (n = 6) and those with implantation on vertebra (n = 9). 
OS cells (106 MNNH/HOS) were inoculated directly onto the surface of the skull after 
scarification with percutaneous via, as well as in the vertebra. Images were realized with 
99mTc-MIBI and X-ray in all animals that developed tumor. Results : All animals in Skull 
group and five in Vertebra group developed tumor macroscopically. Less uptake in 
central tumor area were showed in all animals with 99mTc-MIBI. X-ray showed images 
that suggests tumor in all animals in Skull group and in 3 of 5 animals in Vertebra group. 
Conclusion : Skull and Vertebra OS tumor models in athymic mice are feasible and 
allow in vivo follow up during new therapies development and test. Images with 99mTc-
MIBI were effective to detect tumor areas in vertebra and skull groups. 
_____________________________________________________________________ 
Keywords: Osteosarcoma, Nude mice, Technetium 99mTc Sestamibi, Xenograft Model 
Antitumor Assays 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 O osteossarcoma (OS) é definido pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como “um tumor maligno caracterizado pela formação direta de osso ou osteóide 

através de proliferação de células mesenquimais” (Schajowicz et al., 1995).  

No Brasil, devido à dificuldade em se obter o registro de casos para todo o país, 

o número estimado de casos novos de OS, em pacientes de até 20 anos, é de 

aproximadamente 350 casos/ano (Censo Demográfico- IBGE, 2000). É a segunda 

neoplasia primária maligna mais comum dos ossos, perdendo somente para o mieloma 

múltiplo, sendo responsável por 20% das neoplasias malignas primárias. Sua incidência 

é de 2 a 3 casos por milhão de nascidos vivos, exceto na faixa etária de 15 a 19 anos 

que atinge 8 a 11 casos por milhão (Heck, 2006). 

 Tumores primários do sistema esquelético são raros e correspondem a 0,2% de 

todos os cânceres (Jemal et al., 2004). Geralmente apresentam distribuição bimodal, 

correspondendo a 5% das doenças malignas em menores de 20 anos, sendo, destes, 

75% dos casos de OS (Rosemberg et al., 2005). Nos pacientes idosos, 25% dos casos 

foram acompanhados de condições pré-existentes, como Doença de Paget e 

radioterapia prévia (Parkin, 1993). 

 O OS tem preferência pelas metáfises dos ossos longos (89%) sendo as mais 

acometidas a metáfise distal de fêmur, proximal de tíbia, úmero, fêmur e distal do rádio. 

A região diafisária é acometida em 10% e apenas 1% na região epifisária (Schajowicz, 

2000; Próspero, 2001). Nos pacientes mais jovens, metade dos casos ocorre ao redor 

do joelho (fêmur distal e tíbia proximal). Já em pacientes acima de 50 anos, 40% dos 

casos acometem ossos chatos (Rosemberg, 2005). O esqueleto axial ou ossos 

craniofaciais são comprometidos principalmente em pacientes mais velhos 

(Huvos,1991; Arndt e Crist 1999).  

Há alguns fatores de risco, como exposição à irradiação ou agentes alquilantes, 

retinoblastoma, Síndrome de Li-Fraumeni e doença de Paget (Tucker & Nimmo, 1991; 

Hawkins et al, 1996; Ha, 1999).  

Como diagnósticos diferenciais de OS de calota craniana têm-se o 

condrossarcoma e o osteocondroma (Haque et al., 2006).  
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 O quadro clínico da doença tem início com dor progressiva no local do tumor, 

irradiada para a articulação adjacente, de início insidioso, não sendo aliviada com uso 

de analgésicos e/ ou repouso.  

Sinais radiológicos de agressividade como reações periosteais, destruição da 

cortical e invasão articular geralmente são encontradas no momento do diagnóstico. As 

lesões podem ser predominantemente blásticas ou líticas.  

Cerca de 85% dos doentes que sofreram amputação, mesmo que imediata, 

acabam por apresentar desfecho letal, por complicações advindas de metástases 

pulmonares. Assim, deduz-se que a maior parte dos doentes já apresenta foco 

secundário ao diagnóstico (Martins, 2010). 

 Acredita-se que em pacientes entre 15 a 29 anos, o tempo médio para o 

diagnóstico seja de 13,1 semanas, segundo levantamento com 207 pacientes de 

serviços públicos e privados americanos, no período de 2001 a 2003 (Martin et al., 

2007). 

 A etiologia do OS permanece desconhecida e vários aspectos da carcinogênese 

têm sido enfocados para esclarecer e proporcionar seu melhor entendimento. Do ponto 

de vista histopatológico, trata-se de tumor maligno bastante indiferenciado (alto grau 

histológico), caracterizado pela presença de células malignas mesenquimais que 

produzem matriz osteóide ou osso imaturo (Rosemberg, 2005). O OS é um tumor de 

células progenitoras, multipotentes, com células do periósteo e da medula, estroma 

hormônio responsivo, as quais se diferenciam em várias linhagens, dependendo dos 

sinais do ambiente (Bianco et al., 2001). Pode ser dividido em variantes de alto e baixo 

grau, dependendo da celularidade, pleomorfismo, anaplasia e número de mitoses 

(Bramwell, 2000). São classificados pela OMS conforme tipo celular predominante 

(Fletcher et al., 2002) e os produtos de proliferação celular (Schajowicz et al., 1995). 

 A ressonância nuclear magnética (RNM) é um exame indispensável para avaliar 

a extensão do tumor, tanto dentro do osso quanto sua extensão para partes moles, 

determinando sua relação com as estruturas anatômicas próximas (Schajoiwicz, 2000). 

A cintilografia óssea é importante para avaliar metástases esqueléticas e, a radiografia 

e tomografia de tórax e abdome são utilizadas para investigar metástases abdominais e 

pulmonares.  
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Alternativa ao acompanhamento por imagem destes tumores se faz por meio de 

cintilografia com 99mTc MIBI que pode demonstrar não apenas a presença de 

crescimento local, mas também detectar metástases à distância (Lorke et al., 2001; 

Priolli et al., 2012; Botelho & Abrantes, 2012). Pode também ser utilizada para detecção 

de metástases ósseas à distância ou tumores primários, tendo valor para planejamento 

de terapia profilática para metástases (Wakasugi, 2002), bem como permite 

monitorização da viabilidade celular do tumor após radioterapia (Zhu et al., 2002).  

A cintilografia com MIBI utiliza o 99mTc-MIBI [99mTc-hexakis-2metoxi-isobutil-

isonitrilo], composto lipofílico e catiônico, inicialmente desenvolvido para estudos de 

perfusão do miocárdio. Através de análise química, foi possível conhecer que este 

agente é um cátion monovalente, no qual o átomo de tecnécio (Tc) ocupa a posição 

central, rodeado por 6 ligantes alquil-isonitrilos, dispostos segundo uma geometria 

octaédrica, conforme descrito por Abram e Alberto em 2006 (Figura 1). Sua captação 

realiza-se por difusão passiva, assim como, pela diferença de potencial através da 

membrana mitocondrial. Tendo por base estes mecanismos, a sua captação é maior 

nos tecidos ou órgãos ricos em mitocôndrias, pelo que está indicado para o estudo 

funcional do miocárdio nas situações de insuficiência coronária e na detecção de 

patologia proliferativa, especialmente na área oncológica (Botelho & Abrantes, 2012).  

 

 

 

Figura 1 .  Estrutura química do 99mTc-
MIBI - C36H66N6O6Tc  
Retirado de Abram e Alberto, 2006 
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A despeito das melhores técnicas de diagnostico e de Qtx, a cirurgia continua 

sendo importante para a cura da doença. Os procedimentos cirúrgicos podem ser 

divididos em amputação ou cirurgia conservadora, os dois com excisão completa do 

tumor com margens seguras. A escolha do tipo de cirurgia dependerá do local primário, 

da situação anatômica e do grau de invasão do tumor. O controle local eficiente é 

sempre cirúrgico em bloco, podendo ser dividido em intralesional, marginal, amplo ou 

radical. A recorrência local está relacionada com a remoção total ou não do tumor.  

A Qtx não associada ao procedimento cirúrgico não é suficiente para controlar o 

tumor primário ou as metástases à distância (Jaffe et al., 2002; Petrilli et al., 2006). Esta 

característica, de tumor pouco responsivo à Qtx, faz com que pacientes que 

apresentam tumores primários ou metástases em locais onde haja impossibilidade ou 

dificuldade de extirpação, como mandíbula, calota craniana e vértebras da coluna 

fiquem com os recursos terapêuticos limitados a tratamento pouco eficaz, sendo, desta 

forma, necessário o desenvolvimento de modelos para o teste de novas formas de 

terapias mais eficazes para a doença nestas localizações.   

Opção ao estudo de terapêutica padrão e/ou adjuvante são os modelos 

experimentais de doença humana em animais imunodeprimidos. Desde 1968, quando 

foram apresentados os camundongos atímicos (Pantelouris, 1968), estes animais são 

usados como importante ferramenta biomédica. Esta utilização é principalmente devido 

às características que o aproximam do animal ideal que incluem crescimento tumoral 

rápido, fácil manuseio, bem como a capacidade para aceitar as células tumorais 

humanas. Como estes animais são imunocomprometidos, aceitam enxertos alogênicos 

ou xenogênicos, incluindo os tumores malignos humanos. O transplante de tumores 

malignos em camundongos atímicos foi amplamente utilizado em muitos tipos de 

pesquisa em câncer, porque o animal pode manter as características histológicas 

originais do tumor, tais como cariótipo, expressão de oncogenes, estrutura molecular e 

evolução clonal (Rygaard et al, 1990).  

Os xenoenxertos, enxerto de tecido entre espécies diferentes, podem ser 

divididos conforme a localização escolhida para o implante das células tumorais em 

ortotópicos e heterotópicos, entendendo-se como ortotópico quando o implante é 

executado no animal, em mesmo órgão que deu origem as células tumorais e, 
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heterotópico quando esta implantação ocorrer em local distinto à origem da célula 

implantada (Priolli et al., 2012).  Nos anos 90 autores conseguiram desenvolver modelo 

de OS com implantação de células de tumor humano no subcutâneo (Asai et al.,1998) e 

o modelo ortotópico de tíbia (Berlin et al.,1993) em ratos. 

Ao pesquisar-se no Pubmed o uni termo “osteosarcoma animal model” temos 

1340 resultados, “osteosarcoma model” “orthotopic” somente 78 trabalhos são 

selecionados. Quando associado “osteosarcoma animal model” a “MNNG/HOS”, 

linhagem celular utilizada no trabalho, somente 10 trabalhos são resgatados e ao 

adicionar-se “orthotopic” a “osteosarcoma animal model” a pesquisa resulta em 3 

trabalhos, sendo dois artigos do mesmo grupo de cientistas (Luu et al. 2005; Su et al., 

2011), ou seja, com descrição de um único modelo por este grupo e, um outro de 

Gomes et al., descrito 2007. Nenhum dos dois modelos, entretanto, trata da localização 

em coluna vertebral ou calota craniana.  

Inicialmente os modelos experimentais de OS foram obtidos quando animais 

experimentais foram expostos a alta concentração de material radioativo (Ross, 1936), 

implantando benzopireno e colesterol na tíbia (Brunschwig, 1938), irradiação externa 

(Janik, 1972), inoculação de isótopos radioativos (Barnes et al., 1970; Cobb, 1970) e 

vírus oncogênicos (Oslon, 1977). Mais recentemente, devido à imprevisão destes 

modelos, visando modelos mais robustos, surgiram novos estudos, os quais relataram 

surgimento espontâneo de OS em cão (Kirpensteijn et al., 2002) e ratos (Schmidt et al., 

1988).  

 Em 2001, Kanna et al., desenvolveram modelo de xenoenxerto ortotópico de 

tíbia em Balb/c nu/nu onde células de OS de ratos (K7M2) foram injetadas dentro da 

tíbia proximal, obtendo maior êxito no desenvolvimento primário de tumor e maior 

incidência de metástases pulmonares, quando comparada a injeção subcutânea, 

endovenosa e intramuscular. A implantação de células de OS humano (UMR 106-01) 

em ratos atímicos foi descrita no mesmo ano por Fisher et al.  

 Várias tentativas de desenvolver metástases pulmonares após inoculação de 

células de OS (HOS) cultivadas in vivo foram descritas tanto com implantação 

heterotópica (Arnstein et al., 1974) quanto com inoculação ortotópica (McGary et al., 

2002; Luu et al., 2005), porém não houve sucesso. Até que, após modificação genética 
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da linha celular HOS com o agente químico MNNG (do inglês N-methyl-N'-nitro-N-

nitroguanidine), por Rhim et al. em 1977, o desenvolvimento das metástases foi 

possível. Vinte anos depois outra técnica apresentada obteve sucesso utilizando a 

mesma linhagem celular. Neste modelo foi realizada abertura na cortical da tíbia e, 

após, inoculadas as células, ao invés da utilização da transfixação da cortical óssea 

(Crnalic et al., 1997). 

O desenvolvimento de linha celular de OS humano possibilitou mimetizar o tumor 

em animal de experimentação. Até o momento, modelos de OS ortotópicos 

apresentado na literatura restringem-se a implantação em fêmur (Yu et al., 2009,) ou 

em tíbia (Berlin et al., 1993; Crnalic et al., 1997; Fischer et al., 2001).  Devido à grande 

agressividade, prognóstico reservado deste tipo de tumor e terapêutica ainda pouco 

eficaz oferecida a doentes que não podem ter seu tumor primário completamente 

ressecado, tais como os que se localizam em coluna vertebral e calota craniana, é de 

importância crucial desenvolver modelos de OS ortotópicos que permitam verificar in 

vivo os resultados de novas possibilidades terapêuticas. 
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2. OBJETIVO  

 Descrever modelos ortotópicos factíveis de osteossarcoma de calota craniana e 

coluna vertebral em camundongos atímicos que permitam o acompanhamento in vivo e 

o desenvolvimento de novas opções terapêuticas. 

 Como objetivo secundário pretende-se determinar a eficácia da cintilografia com 

99mTc-MIBI na detecção dos osteossarcomas em modelo animal ortotópico de calota 

craniana e coluna vertebral. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 Este estudo cumpriu todas as orientações da Sociedade Portuguesa de Ciência 

em Animais de Laboratório (SPCAL), a Diretiva 2010/63/EU, sempre numa perspectiva 

dos 3R’s (Replacement, Reduction e Refinement) em pesquisa com animais. Esteve 

sempre sob a orientação e executado por pessoal devidamente formado e creditado 

para o manuseamento de animais de laboratório. Foi aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa da Universidade São Francisco sob o protocolo 001.05.12. O modelo foi 

desenvolvido na Universidade de Coimbra. 

 

3.1 Desenvolvimento dos Modelos 

3.1.1 Cultura de células   

  A linhagem celular de OS humano utilizada neste estudo foi obtida da American 

Type Culture Collection (ATCC) e designa-se por MNNG-HOS (Anexo1).  

 Todas as células utilizadas para o enxerto apresentaram menos de 22 

passagens.  

As células foram propagadas de acordo com as recomendações da ATCC em 

meio DMEM (Sigma) suplementado com FBS 10% (Sigma), a 37˚C em incubadora com 

atmosfera com 95% de ar e 5% de CO2. Para todos os estudos as células foram 

separadas com o uso de solução de tripsina-EDTA a 0.25% (Gibco).  

 

3.1.2 Animal de experimentação 

 Foram utilizados 17 camundongos nus, da estirpe Balb/c nu/nu, machos, com 

peso variando entre 18 a 25 gramas e idade entre 4 e 6 semanas.  

 

3.1.2.1 Grupos experimentais 

  Os camundongos foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos experimentais: 

  Grupo Calota Craniana – Oito animais para implante de OS humano em calota 

craniana;  
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  Grupo Coluna Vertebral– Nove animais para implante de OS humano em 

coluna vertebral. 

 

3.1.2.2 Período pré-operatório 

  Os animais não foram submetidos a qualquer tratamento prévio à data da 

cirurgia. 

 Os camundongos, identificadas pelo número, foram alojados em gaiolas 

individuais e mantidos em isolamento por uma semana até a data do sacrifício, 

permanecendo em ambiente climatizado e com controle de luminosidade (ciclo claro-

escuro) com dieta ad libitum para ingestão de água e ração padronizada. Dados de 

acompanhamento foram anotados em fichas individuais. 

 

3.1.2.3 Técnica anestésica 

  No dia da intervenção os camundongos foram pesados e anestesiados com o 

emprego de quetamina na concentração 500mg/10ml associado a 3ml de cloridrato de 

cloropromazida na concentração de 25mg/5ml, administrado 0,1 ml desta solução a 

cada procedimento, por via intraperitoneal, com agulha hipodérmica de 30-gauge (0,3 X 

13mm). 

 

3.1.2.4 Técnica cirúrgica para implante das células  

  Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo e caráter de 

rigidez séptica.  

  Após estarem completamente anestesiados, os animais foram restritos em mesa 

cirúrgica apropriada em decúbito ventral.  

  Foi realizada antissepsia com soro fisiológico na região onde as células foram 

implantadas. 

  As células de OS cultivadas, conforme anteriormente descrito, foram suspensas 

em 50 µl de solução salina normal e implantadas por injeção percutânea, utilizando 
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seringas de 1 ml e agulhas hipodérmica de 30-gauge (0,3 X 13mm).  A técnica de 

enxerto para cada grupo obedeceu a descrição abaixo:  

a) Grupo Calota Craniana :  

  A punção percutânea obedeceu a angulação de 45˚. Foi realizada escarificação 

óssea, com o bisel da agulha hipodérmica, com cuidado para não transfixar a calota 

craniana e somente após, foram injetadas as células, sem troca da agulha. A densidade 

celular implantada foi de 106 células/animal (Figura 2). 

 

 

 

 

 

b) Grupo Coluna Vertebral :  

  Foi adotado o intervalo L4-L5 para punção com agulha, sendo utilizada a crista 

ilíaca posterosuperior como referência.  

  A agulha foi inserida lateromedialmente até atingir o processo espinhoso 

vertebral, quando então foi realizada trepanação e consequente transfixação do 

processo espinhoso. A distância do processo espinhoso foi marcada no momento da 

transfixação e, no retorno da agulha, quando esta se encontrava no processo 

espinhoso novamente, as células foram, então, injetadas em densidade de 106 

células/animal (Figura 3). 

  Sete dos nove animais deste grupo receberam nova inoculação com 2 X 106 

células após o 7º dia do primeiro implante. Esta necessidade esteve vinculada a 

ausência de sinais macroscópicos do crescimento tumoral. 

Figura 2.  Seqüência das etapas do procedimento do Grupo Calota 
Craniana: 1) transfixação percutânea da pele, 2) escarificação da calota e 
3) inoculação celular 

1           2                     3 
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3.1.2.5 Pós-operatório   

Dados de acompanhamento pós-operatório foram anotados em fichas 

individuais. 

a) imediato 

  Após o término da operação os animais foram mantidos por 10 minutos sob 

manta aquecida, e após recuperação anestésica, mantidos sob as mesmas condições 

do pré-operatório, conforme descrição anterior. 

b) tardio 

  Os animais foram submetidos aos estudos in vivo quanto ao crescimento tumoral 

e exames de imagem até a data do sacrifício. 

  

3.2 Estudos in vivo  

3.2.1 Volumetria – crescimento tumoral 

 Os animais foram monitorados por pelo menos 30 dias após a inoculação e os 

tumores medidos diariamente com paquímetro de metal, sendo feitos registros 

fotográficos individuais.  

O volume do tumor foi calculado baseado em duas dimensões e expresso em 

milímetros cúbicos de acordo com a fórmula: 

 

     
V= (L x S2) /2 
 

Figura 3. Seqüência das etapas do procedimento do 
Grupo Coluna Vertebral: 1) transfixação da pele e 
processo espinhoso percutaneamente e 2) inoculação 
celular 

1               2                     
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 Onde L corresponde ao diâmetro maior do tumor e S ao diâmetro menor (Mary et 

al., 1989).  

   

3.2.2 Imaginologia 

3.2.2.1 Raio X simples 

  Os animais foram submetidos a exame de imagem de raio X com a máquina 

Genoray, PROT-XII, portable Dental X-ray (Figura 4) e as imagens analisadas pelo 

software GX Vix Win Pro. Para as imagens do grupo Calota Craniana foi utilizada a 

técnica de 0,05 e para os animais do grupo Coluna Vertebral, a técnica adotada foi 

0,07. 

  As imagens foram analisadas individualmente a procura de critérios que 

denotassem alterações na estrutura óssea envolvida pelo tumor.  

 

 

 

 

3.2.2.2 Cintilografia com 99mTc-methoxyisobutylison itrile (MIBI)  

  Para a aquisição de imagens, 6 animais do grupo Calota Craniana e 3 animais 

do grupo Coluna Vertebral foram anestesiados como anteriormente descrito. 

Figura 4. Máquina Portátil Dental X-ray  
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  As injeções do radio fármaco foram realizadas por via endovenosa, na veia 

dorsal da cauda, com atividade de 100,6±65,3 MBq de 99mTc-MIBI (STAMICIS®, IBA-

Molecular, Espanha). 

  Imediatamente após a injeção, iniciou-se aquisição dinâmica através de câmara-

gama (Millennium 2010 GE-Healthcare, General Electric Company, EUA. (Figura 5). A 

aquisição foi controlada por computador pelo software GenieAcq, sendo feita em duas 

fases sequenciais. Durante a fase dinâmica, as imagens foram registadas a cada 30 

segundos durante 10 minutos. Em seguida foram obtidas imagens estáticas aos 10, 30, 

60, 90 e 120 minutos após a injeção. As imagens obtidas foram depois transferidas 

para uma estação de trabalho Xeleris (HP xw6400, Hewlett-Packard, EUA) onde foram 

processadas, sendo determinadas as áreas com aumento de captação, correspondente 

a região tumoral.  

 

 

 

Figura 5. Câmara-gama para cintilografia 
com 99mTc-MIBI 
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3.3 Preparação das peças para análise histopatológi ca  

Para a realização do estudo histopatológico todos os espécimes cirúrgicos 

previamente fixados em solução de formalina a 10% foram incluídos em blocos de 

parafina. 

Três cortes de 4 µm foram obtidos de cada bloco na periferia do tumor, para 

obtenção de áreas com e sem tumor, sendo corados pela técnica de Hematoxilina-

Eosina (HE) para diagnóstico anatomopatológico.  

O estudo histopatológico foi realizado por patologista experiente no diagnóstico 

de OS que não teve acesso aos demais aspectos do estudo. 

 

3.4 Análise Estatística 

A análise dos resultados obtidos foi realizada adotando-se nível de significância 

menor que 5% (p≤0,05), mediante os seguintes modelos: estatística descritiva; medidas 

de tendência central; Teste de normalidade; Teste de Fisher, Teste de Friedman, 

Regressão linear, Análise de sobrevida (Kaplan Meier, Log Rank).  

Para análise estatística dos resultados foi utilizado o programa de análise 

estatística SPSS for Windows, versão 13.0.  

Cada resultado foi acompanhado do teste utilizado com suas respectivas 

justificativas no capítulo resultados. 
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4. RESULTADOS  
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4. RESULTADOS 

4.1  Quanto ao desenvolvimento dos modelos de OS 

4.1.1 Quanto à necessidade de reinoculação nos mode los 

  

Tabela 1. Necessidade de reinoculação das células de OS humano para o 

desenvolvimento dos modelos em Calota Craniana e Coluna Vertebral 

 Reinoculação Não reinoculação 

Coluna vertebral  7 (77,8%) 2 (22,2%) 

Calota craniana 0 (0%) 6 (100%) 

p = 0,007; Odds Ratio (OR) = 4,5 [1,326; 15,277] 

*Teste de Fisher 

 

Foi utilizado o teste exato de Fisher uma vez que comparamos duas variáveis 

nominais, cada uma com duas categorias e com valores esperados inferiores a 5 em 

pelo menos uma das categorias (Regras de Cochran). 

 OR é uma medida que estima o risco relativo. Os ratos do grupo coluna vertebral 

tem uma possibilidade 4,5 vezes superior (com intervalo de confiança a 95% como 

descrito na Tabela 1) de ser reinjetados do que os do grupo calota craniana.   

 

4.1.2 Quanto à porcentagem de sucesso do implante p ara o desenvolvimento do 
OS 
 
Tabela 2.  Distribuição dos animais conforme formação ou não de Os nos modelos em 

Calota Craniana e Coluna Vertebral 

 Forma tumor Não forma tumor 

Coluna vertebral  6 (66,7%) 3 (33,3%) 

Calota craniana 6 (100%) 0 (0%) 

p = 0,229 

*Teste de Fisher 
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Foi utilizado o teste de Fisher pelas mesmas razões apresentadas no item 

anterior. 

Não foi encontrada diferença significante quanto à formação ou não do tumor 

nos grupos de coluna vertebral e calota craniana. 

 

 

4.1.3 Quanto ao crescimento do OS 

 

4.1.3.1 Grupo Coluna Vertebral 

 

 

 

 

 

Cinco dos nove animais do grupo Coluna Certebral apresentaram crescimento 

tumoral, com padrão de crescimento semelhante (Figura 6).  

Deve-se ressaltar a necessidade de reinoculação no 7º dia (indicada pela seta) 

com inicio do crescimento tumoral. 

 

Figura 6 . Evolução crescimento do OS de todos os animais 
grupo Coluna Vertebral 
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Ao se excluir os animais que não desenvolveram tumor macroscopicamente, fica 

mais evidente o padrão de crescimento tumoral (Figura 7). 

 

 

 

 

 

Figura 8 . A resultante R2 demonstra o tipo de crescimento 
tumoral, polinomial, para o grupo Coluna Vertebral 
 

Figura 7 . Evolução do crescimento tumoral nos animais que 
obtiveram sucesso do implante no grupo Coluna Vertebral 
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Analisando as médias dos volumes tumorais, observa-se padrão de crescimento 

tumoral que demonstra uma resultante polinomial R2=0,97 (Figura 8). 

4.1.3.2 Grupo Calota Craniana 

 

 

 

Todos os animais do grupo calota craniana apresentaram crescimento tumoral 

observado à macroscopia (Figura 9). 

 

 

 

 

Semelhante ao grupo coluna vertebral o padrão de crescimento tumoral do grupo 

calota craniana resultou em curva polinomial, com R2=0,98 (Figura 10). 

Figura  10. A resultante R2 demonstra o tipo de crescimento 
tumoral, polinomial, no grupo Calota Craniana  
 

Figura 9 . Evolução crescimento do OS de todos os animais 
grupo Calota Craniana 
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4.1.4 Quanto à sobrevida global dos animais 

 

 

 

 

Dois animais do grupo calota craniana morreram no momento  experimento, 

devido a complicações da anestesia, antes mesmo de realizar-se a inoculação das 

células.  

Para avaliar a sobrevivência dos camundongos foram elaboradas curvas de 

sobrevivência pelo método Kaplan-Meier para os dois grupos. As sobrevivências foram 

comparadas pelo teste de Log-Rank. A comparação não mostrou diferenças 

significativas, com p=0,12 (Figura 11). 

  

Figura 11 . Sobrevivência cumulativa de animais com OS de 
Coluna Vertebral e Calota Craniana (*teste de Log Rank) 

 

*p=0,12 
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4.2 Quanto ao acompanhamento in vivo  

4.2.1 Quanto ao peso dos animais 

 

 

 

A comparação dos pesos dentro de cada grupo de ratos ao longo do 

experimento foi feita segundo teste de Friedman, desenho não paramétrico para 

acompanhamento de vários animais. Para o grupo calota craniana verificou-se variação 

significativa com p=0,03 (Figura 12). 

 

 

Figura  12. Evolução do peso dos animais do modelo de Os 
do grupo Calota Craniana (*teste de Friedman) 

Figura 13 . Evolução de peso dos animais do modelo de OS 
do grupo Coluna Vertebral (*teste de Friedman) 

p=0,03* 

p=0,245* 
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Para o grupo coluna vertebral esta comparação não teve significância, com 

p=0,245 (Figura 13). 

4.2.2 Quanto ao acompanhamento por Exames de imagem  

Para comparação ilustrativa das imagens dos resultados obtidos nos exames, 

assumiu-se como controle os animais do outro grupo, ou seja, para os animais do grupo 

calota craniana foram utilizadas imagens do crânio dos animais do grupo coluna 

vertebral, e vice e versa. 

4.2.2.1 Radiologia simples 

 No grupo Calota Craniana foram visualizadas alterações radiográficas em todos 

os animais. No grupo Coluna Vertebral as alterações foram visualizadas em três dos 

cinco animais que desenvolveram o tumor macroscopicamente. 

As lesões apresentaram caráter heterogêneo na calota craniana, corpos 

vertebrais, pedículos e processos transversos, em diversos níveis, com componente 

osteoblástico e osteolítico com predomínio de padrão lítico, promovendo inclusive 

solução de continuidade da cortical óssea em alguns pontos (Figuras 15,16, 18,19 e 20) 

quando comparadas a radiografias normais (Figuras 14 e 17). 

4.2.2.1.a Grupo Calota Craniana 

 

 Figura 1 4. Radiografia de crânio do camundongo em perfil 
sem alterações da estrutura óssea 
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Figura 1 5. Radiografia de crânio do camundongo em perfil 
com alterações da estrutura óssea (indicadas pelas setas) 
sugerindo acometimento ósseo do tumor 

Figura 16. Radiografia de crânio do camundongo em perfil 
com as medidas das soluções de continuidade na calota 
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4.2.2.1.b Grupo Coluna Vertebral 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Radiografia de coluna vertebral lombo-sacra de 
camundongo em perfil sem alterações da estrutura óssea 

Figura 18. Radiografia de coluna vertebral de 
camundondo em perfil com alterações da estrutura óssea 
(indicadas pelas setas) sugerindo acometimento ósseo 
pelo tumor. Notar aumento de partes moles 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Radiografia de coluna vertebral de 
camundongo em posição anteroposterior com alterações 
da estrutura óssea (indicadas pelas setas) sugerindo 
acometimento dos processos transversos, pedículos e 
corpo pelo tumor 

Figura 20. Radiografia simples de coluna vertebral em 
posição frente com as medidas das soluções de 
continuidade na Vértebra 
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4.2.2.2 Imagens com 99mTc-methoxyisobutylisonitrile  (MIBI) 

 

Importante ressaltar que para o diagnóstico de aumento de captação é utilizado 

relação entre a captação músculo normal X área tumoral no mesmo animal. 

 

4.2.2.2.a Grupo Calota Craniana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 . Imagem com 
cintilografia com 99mTc MIBI 
de corpo inteiro de 
camundongo em perfil. Nota-se 
calota craniana sem alteração 
da captação (seta) 
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4.2.2.2.b Grupo Coluna Vertebral 

 

 

 

 

Figura 22 . Imagem com 
cintilografia com 99mTc MIBI 
de corpo inteiro de 
camundongo em perfil. Nota-se 
calota craniana com aumento 
da captação na área tumoral 
(seta) 
 

Figura  23. Imagem com 
cintilografia com 99mTc MIBI de 
corpo inteiro de camundongo 
em perfil. Nota-se coluna 
vertebral sem alteração da 
captação (seta) 
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Figura 24. Imagem com 
cintilografia com 99mTc MIBI de 
corpo inteiro de camundongo em 
perfil. Nota-se coluna vertebral 
com aumento da captação na 
área tumoral (seta) 

Figura 25. Imagem com 
cintilografia com 99m Tc MIBI de 
corpo inteiro de camundongo 
posteroanterior. Nota-se coluna 
vertebral com aumento da 
captação na área tumoral (seta) 



33 

 

4.2.3 Confirmação anatomopatológica (AP) 

 

Todos os animais do grupo calota craniana apresentara OS ao exame AP.  

Foi observado infiltração por agrupamentos de células tumorais de grande  

tamanho com citoplasma acidófilo e escasso, notando-se inversão da relação núcleo 

citoplasma. As células mostraram núcleo ovalado ou arredondado de cromatina 

delicada e nucléolos evidentes. Houve formação de matriz osteóide atípica pelas 

células tumorais (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

No grupo coluna vertebral dois dos cinco animais enviados a análise 

anatomopatológica apresentaram infiltração extensa no tecido ósseo por neoplasia de 

grandes células ovaladas compatíveis com infiltração por OS (Figura 27). 

Figura 26. Tecido tumoral de osteossarcoma de calota 
craniana. HE (400X). Notar as características nucleares e 
formação de matriz osteóide (seta) 
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Os outros três animais apresentaram medula óssea normal, sem evidências de 

tumor com os respectivos elementos das três séries hematopoiéticas (Figura 28). Estes 

animais que não apresentaram infiltração óssea, demonstraram grande lesão tumoral 

com característica de OS em partes moles (Figura 29). 

 

 

Figura 27. Tecido tumoral de osteossarcoma de calota 
craniana. HE (100X). Notar infiltração extensa no tecido 
ósseo 

Figura 28. Tecido ósseo normal. HE (100X). Notar 
elementos das séries hematopoiéticas 
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Figura 29. Tecido ósseo normal. HE (100X). Notar 
infiltração muscular pelo tumor e o contraste entre as fibras 
normais (seta preta) e células tumorais (seta laranja) 
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5. DISCUSSÃO 

  

A cultura de células, cultivo de células dispersas, retiradas de um tecido original, 

de uma cultura primária ou de uma linha celular, tem sido muito usada como principal 

modelo in vitro para os estudos, quer do comportamento quer das vias de sinalização 

dos cânceres. Apesar de todos os contras apontados ao uso de linhas imortalizadas, a 

grande vantagem é a sua replicabilidade, servindo como modelo inicial para novos 

estudos na área da oncobiologia.  

Para a sua manutenção é necessário assegurar rigorosas condições de 

assepsia, bem como condições ambientais propícias, tais como pH, umidade, 

temperatura e concentrações de CO2 e O2, meios de cultura apropriados e substratos 

adequados. 

Células normais em cultura apresentam um padrão sigmoidal de atividade 

proliferativa denominada curva de crescimento, que reflete a adaptação à cultura, as 

condições do ambiente, a disponibilidade de substrato físico e suprimentos de 

nutrientes necessários para promover a produção de novas células. A determinação 

desta curva é importante para avaliarem-se as características específicas da cultura 

celular (Peres, 2005). Entretanto, embora o modelo in vitro seja viável, ele apresenta 

restrições principalmente relacionadas à biotransformação e disponibilidade das 

possíveis drogas a serem testadas para o tratamento/prevenção da doença que o 

modelo representa.  

 O desenho de modelos experimentais viáveis que mimetizem melhor a doença 

oncológica é uma vontade há muito tempo idealizada, desse modo, a concretização do 

primeiro modelo de xenotransplante, em 1969 por Rygaard e Povlsen, constituiu um 

marco histórico científico na investigação em oncologia, tornando-se ferramenta 

imprescindível em qualquer estudo para a compreensão do câncer. Apesar das claras 

vantagens sobre os modelos in vitro, até a altura disponível, rapidamente as 

desvantagens que os modelos de xenotransplante subcutâneo, heterotópico, 

apresentavam, levaram à idealização de novos modelos que mais se aproximariam à 

doença no homem.  

 A modificação genética da linha celular HOS com o agente químico MNNG data 
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de 1977 (Rhim et al., 1977). A partir desta modificação modelos de OS em ratos foram 

obtidos, mimetizando a evolução natural da doença no homem, sendo possível o 

desenvolvimento das metástases em modelo animal de OS. Deste então, assim como 

no presente estudo, a maior parte dos modelos de OS utilizam esta linhagem celular 

para mimetizar o OS em humanos, estando o modelo em tíbia e fêmur consagrados na 

literatura fêmur (Crnalic et al., 1997; Berlin et al., 1993; Fischer et al., 2001, Gomes et 

al., 2007 e Yu et al., 2009;). 

No presente estudo, o Balb/c nu/nu foi escolhido tendo em conta que estes 

animais permitem o desenvolvimento de xenotransplantes, uma vez que são animais 

atímicos e, portanto, deficientes em células T1 (principais efetores da imunidade 

celular). O fato é que a mutação genética induzida nos camundongos Balb/c nu/nu, que 

leva ao deterioramento ou ausência do timo, é tido como fator crítico na não formação 

de respostas imunitárias por parte destes animais, o que permite o desenvolvimento de 

tumores humanos a partir de xenoenxertos, ou seja, entre espécies diferentes. Esta 

alteração leva a incapacidade de produção de linfócitos T maduros, impedindo que 

consigam manter alguns tipos de resposta imune, alguns responsáveis pela mediação 

de respostas celulares e rejeição a xenotransplantes. Apesar disso, respostas 

imunitárias associadas e desencadeadas por outros tipos de células continuam ativas e 

estão mantidas (Fogh & Giovanella, 1982; River, 2010), garantindo maior proximidade 

de resposta imune humana na presença da neoplasia para estes animais, em relação 

àqueles com a imunidade completamente comprometida. 

Desta forma, o desenvolvimento do Balb/c nu/nu por Pantelouris em 1968 foi 

decisivo na melhor compreensão da neoplasia humana, com novas possibilidades de 

desenvolvimento de terapêutica dirigida.  Muito embora esta estirpe não se preste ao 

estudo da carcinogênese humana, mas tão apenas a tumorigênese, já que a célula 

iniciada (mutada) é implantada no animal e que se deva considerar como viés, a 

ausência da resposta imunitária tumoral mediada pelos linfócitos T1, seu uso está 

consagrado, não apenas para o desenvolvimento de tumores ósseos (Berlin et al., 

1993;  Crnalic et al., 1997;  Fischer et al., 2001;  Yu et al., 2009, Su et al., 2011 e 

Gomes et al., 2007), como corrobora este estudo, onde foi factível o desenvolvimento 

dos tumores em calota craniana e coluna vertebral, como em outros modelos de 
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tumores humanos de cólon (Priolli el al, 2012), mama (McManus et  al., 1978), próstata 

(Stephenson et al., 1992), entre outros. 

  Modelos de OS em Balb/c nu/nu foram descritos anteriormente com resultados 

muito variados quando comparados com a taxa de sucesso de desenvolvimento 

tumoral que variaram entre 0, ausência de pega tumoral, a 100%, sucesso completo 

(Crnalic et al., 1997, Khanna et al. 2001). A quantidade celular necessária para implante 

foi descrita por Zhe et al. em 2009 como 106 células para cada inoculação.   

 Embora não exista descrição na literatura de modelo de OS ortotópico de Calota 

Craniana e Coluna Vertebral para serem comparados quanto à taxa específica de 

sucesso, tem-se, para o grupo do modelo de Calota Craniana taxa de sucesso de 

100%, o que demonstra sem sombra de dúvidas, a eficácia deste tipo de enxerto. Para 

o modelo de Coluna Vertebral, obteve-se taxa de sucesso de 66,7%. Muito embora não 

tenha existido diferença significativa entre os grupos de Calota Craniana e Coluna 

Vertebral quanto à pega tumoral (p=0,229) esta diferença percentual tem que ser 

observada. Tal fato pode ser justificado pela maior dificuldade e complexidade técnica 

no desenvolvimento do OS de coluna vertebral, reafirmado pela necessidade de 

reinoculação de células tumorais, apresentado para este grupo. Estas taxas de 

formação do tumor após a inoculação correspondem ao encontrado na literatura, 

conforme previamente descrito.  

 O volume do tumor, como dito anteriormente, foi calculado pela fórmula 

recomendada por Mary et al. em 1989 e os valores expressos em mm3. Este trabalho 

foi validado pelos resultados apresentados por Yu et al. em 2009, onde os volumes 

apresentados na mensuração foram comparados àqueles obtidos por análise com 

aparelho de ultrasonografia. Os valores encontrados na necropsia dos 57 animais foram 

comparados aos valores obtidos com paquímetro, obtendo-se relação positiva.  

 No presente estudo, a partir das medidas executadas, foi possível obter a curva 

de desenvolvimento tumoral, que demonstrou crescimento polinomial, após cálculo de 

regressão. Este fato, embora inicialmente possa parecer incoerente, visto o conhecido 

crescimento exponencial dos tumores in vivo é facilmente explicável pelo fato da 

inoculação das células em meio, levarem a formação inicial de pápula local a qual 

regride com o passar do tempo, até que ocorra a total absorção do meio e morte de 
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parte das células tumorais com consequente redução do volume da pápula inicial. As 

células tumorais sobreviventes entram então, em fase de replicação, gerando o 

crescimento tumoral, que agora sim, cresce em ritmo exponencial. Este crescimento em 

dois ciclos, com aparecimento da pápula seguido de seu desaparecimento e depois de 

novo crescimento local gera o aspecto típico da curva polinomial. Na literatura não há 

referência ao ritmo do crescimento tumoral nos modelos de OS de Calota Craniana e 

Coluna Vertebral já que estes modelos ainda não haviam sido descritos. Esta curva é 

de importância fundamental para pesquisadores que desejem utilizar este modelo, já 

que até cerca de uma semana após a inoculação não necessariamente se notará 

macroscopicamente a lesão tumoral, sem que isto signifique ausência de pega do 

enxerto. Adicionalmente gera a possibilidade de reinoculação das células em cultura, 

caso até esta data não se note qualquer sinal macroscópico ou por imagem da 

neoplasia, sem necessariamente obrigar ao sacrifício do animal, com a necessária 

observância dos 3Rs. 

Embora tecnicamente mais complexo quanto ao procedimento, não houve 

diferença significante quanto à sobrevida do grupo Coluna Vertebral quando comparado 

ao da Calota Craniana. Este fato é importante na medida em que garante que haja 

tempo suficiente para a execução de pesquisas de novas terapias in vivo, tal como 

proposto para os modelos de OS apresentados. Desta maneira pode-se assumir que 

ambos os modelos apresentam segurança para o acompanhamento durante todo o 

experimento, devendo-se ficar atento, entretanto, durante os procedimentos que 

envolvam técnicas de anestesia ou que induzam a hipotermia. Por tratar-se de animal 

atímico, há comprometimento do gene que controla a calvície/pilificação por ocasião da 

indução da atimia, o que resulta em animais sem pêlos (nus), razão pela qual 

desenvolve hipotermia com grande facilidade, assim, o camundongo deve permanecer 

sob cuidados rigorosos de temperatura, como por exemplo, mantê-lo sob manta térmica 

em todos os procedimentos executados, em especial na cintilografia.  

 Recentes avanços nos mecanismos moleculares das doenças permitem o 

diagnóstico em estagio inicial das neoplasias. Algumas meses antes das alterações 

morfológicas poderem revelar a doença, estudo de imagem com 99mTc-MIBI pode ser 

capaz de visualizar a atividade proliferativa com alta especificidade na detecção de 



41 

 

tumores malignos e poderia ser útil para discriminar tumores de alto grau dos benignos 

ou de baixo grau (Abrantes et al., 2012; Botelho & Abrantes, 2012). 

Estudo com utilização de cobaias demonstraram que o local de acumulação 

intracelular do 99mTc-MIBI é precisamente a mitocôndria (Crane et al., 1993). Este 

estudo juntamente com outros, verificaram que o 99mTc-MIBI se localiza em tecidos 

com elevados níveis de mitocôndrias, no sentido de suportar o aumento de 

metabolismo, com consequente aumento do potencial negativo de membrana 

mitocondrial, como ocorre no miocárdio e em tumores malignos (Piwnica-Worms et al., 

1990; Maffioli et al., 1996; Fukumoto, 2004, Botelho & Abrantes, 2012). Nas imagens 

obtidas neste estudo foi possível, corroborando com os estudos apresentados, 

identificar áreas centrais de necrose na zona de implante tumoral. Uma grande 

quantidade de necrose celular acompanhada por irrigação sanguínea ineficiente e 

hipoxia pode alterar significativamente a cinética e reduzir a captação do MIBI em 

tumores. A hipoxia tecidual é um fator importante na determinação da resposta do 

tumor ao tratamento e a ocorrência de células hipóxicas em tumores é uma das 

principais causas de insucesso da quimioterapia e radioterapia (Kinuya et al., 2002), 

podendo ser detectada pelo 99mTc-MIBI.  No caso específico do OS, quanto maior a 

área de necrose após a QTx melhor é o prognóstico do paciente (Huvos , 1991), sendo 

este exame, portanto, de grande utilidade para o acompanhamento da resposta 

terapêutica anti-neoplásica em modelos in vivo. Esta condição proporciona o 

acompanhamento de resposta a possíveis novas terapêuticas para os modelos 

apresentados no presente estudo, sem a necessidade de sacrifício dos animais, como 

proposto no presente estudo. 

 Outra forma possível de acompanhamento das lesões do OS in vivo pode ser 

feita por meio de Radiografias simples, que trazem inúmeras informações sobre a 

doença. Sinais radiológicos como reações periosteais, destruição da cortical e invasão 

articular geralmente são encontradas no momento do diagnóstico no humano e 

demonstram a agressividade do tumor e doença avançada (Ayala, 1996).  No presente 

estudo, todos os animais do Grupo Calota Craniana apresentaram perda de 

contiguidade óssea com aspecto lítico e aumento de sinal ao RX no local do tumor. Já 

nos animais do Grupo Coluna Vertebral a avaliação demonstrou estas alterações em 
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três dos cinco animais estudados. Estes dados estão em acordo com a descrição mais 

habitualmente encontrada na literatura, onde o OS apresenta padrão lítico e blástico 

(misto), padrão de mineralização difuso ou em cachos e bordas infinitas. Outros 

aspectos descritos comumente, tais como imagens em aspecto de raios de sol e 

triângulo de Codman, ou seja, sinais de reação periosteal (Ayala, 1996) não puderam 

ser visualizados nas imagens dos modelos de Calota Craniana e Coluna Vertebral, 

possivelmente pela área diminuta e pouco tempo de evolução tumoral. A detecção ao 

Raio X simples de imagens tipicamente descritas traz forte suspeita da presença do 

tumor, entretanto na prática clínica o método de imagem mais sensível para o 

diagnóstico do OS ainda permanece sendo a RM (Schajoiwicz, 2000), que infelizmente 

não é, ainda, utilizada na maioria dos centros de pesquisa com animais. 

 Evidentemente, apesar de todos os esforços e desenvolvimento tecnológico 

atual, apenas os resultados obtidos com a leitura microscópica das lâminas poderá 

gerar de forma indubitável o diagnóstico da lesão. No presente estudo pode-se 

observar, para ambos os modelos, comportamento microscópico idêntico, 

independentemente da localização do tumor em calota craniana ou coluna vertebral, 

com infiltração por agrupamentos de células tumorais de grande tamanho com 

citoplasma acidófilo e escasso, notando-se inversão da relação núcleo citoplasma. As 

células mostraram núcleo ovalado ou arredondado com cromatina delicada e nucléolos 

evidentes. Houve formação de matriz osteóide atípica pelas células tumorais, descrição 

típica do OS. Os OS podem ser divididos em variantes de alto e baixo grau, 

dependendo da celularidade, pleomorfismo, anaplasia e número de mitoses (Bramwell, 

2000). São classificados pela OMS conforme tipo celular predominante (Fletcher et al., 

2002) e os produtos de proliferação celular (Schajowicz et al., 1995). Assim, 

descritivamente tem-se:  

1- Osteossarcoma convencional: clássico ou central, tumores grandes, metafisários, 

que tendem a invadir o córtex, associado a partes moles. Histologicamente tumores de 

células fusiformes. Podem produzir quantidade variada de cartilagem e tecido fibroso e 

são divididos conforme a matriz predominante em osteoblástico (50%), fibroblástico 

(25%) e condroblástico (25%); 

2- Osteossarcoma teleangiectásico: é lesão puramente lítica, ao Raio X demonstra 
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aspecto invasivo ou insuflado. Macroscopicamente é um cisto preenchido por sangue 

com apenas uma parte sólida. Microscopicamente apresenta espaços cheios de sangue 

separados por septos muito finos; 

3- Osteossarcoma de pequenas células: lesão rara com pequenas células azuis que 

podem parecer com tumor de Ewing ou linfoma, podendo ser necessário estudo 

citogenético ou imunoistoquímico para diferenciação; 

4- Osteossarcoma central de baixo grau: intramedular bem diferenciado ou intraósseo 

de baixo grau, inicia-se na medular do osso (Choong et al., 1996); 

5- Osteossarcoma parosteal: raro e de baixo grau, originado na superfície óssea, 

histologicamente diferenciado com presença de osteóide bem individualizado e estroma 

fusiforme, com envolvimento de até 25% da superfície (Okada et al., 1994); 

6- Osteossarcoma periosteal: maligno, de grau intermediário, origina-se na superfície do 

osso, geralmente na diáfise do fêmur e da tíbia, com faixa etária ligeiramente mais 

elevada e ampla. Ao exame macroscópico o tumor apresenta filamentos de células 

fusiforme produtoras de osteóide em forma de raios de cartilagem (Próspero, 2001); 

7- Osteossarcoma de alto grau de superfície: é menos comum, agressivo e origina-se 

na face externa da cortical. Ao raio X demonstra lesão invasiva com margem mal 

definida. Na microscopia apresenta hipercelularidade, figuras mitóticas e acentuado 

pleomorfismo nuclear (Próspero, 2001); 

8- Osteossarcoma secundário: ocorre em pacientes previamente afetados por doença 

de Paget e radioterapia; 

9-Osteossarcoma extraósseo: sarcoma não rabdômio incomum, frequentemente em 

tecidos moles da extremidade inferior em adultos de meia idade. Tem sido relatado 

como complicação de radioterapia e deve ser tratado como OS (Dahlin, 1977; Bane, 

1990); 

10- Osteossarcoma multicêntrico ou multifocal: raro onde múltiplos tumores ósseos 

estão presentes ao diagnóstico e cada lesão lembra um tumor primário. Pode ser: 

 - Sincrônico: alto grau, esclerosante, intramedular e prognóstico limitado a 6 

meses; 

 - Metacrônico: menos agressivo; 

11- Fibrohistiocitoma maligno (FHM): distingue-se do fibrohistiocitoma maligno do osso 
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pelo encontro de tumor osteóide no componente ósseo do tumor. Os dois têm 

comportamento de sarcoma de alto grau e a distinção é apenas acadêmica (Ballance, 

1988); 

12-Osteossarcoma primário de mandíbula: em pacientes idosos, geralmente com 

diferenciação condróide e curso indolente, mais propenso à recorrência local do que a 

metástases a distância, principalmente se for de baixo grau (Bertoni et al., 1991). 

Os resultados anatomopatológicos encontrados no presente estudo corroboram 

com os mais tradicionalmente descritos na literatura para os OS, a saber, tumor de alto 

grau de displasia (Bramwell, 2000) e aspecto classificado como convencional 

(Schajoiwicz et al., 1995).  

Desta forma, os resultados do presente estudo garantem a exequibilidade dos 

modelos animais ortotópicos de OS de calota craniana e coluna vertebral, assim como 

sua detecção por métodos de imagem, quer radiológico quer cintilográfico, além da 

confirmação anatomopatológica.  

Todas as características tipicamente descritas para o osteossarcoma humano 

puderam ser vistas nos modelos, os quais puderam garantir a similitude com a doença 

humana. Adicionalmente não houve grande dificuldade técnica para seu 

desenvolvimento, a taxa de pega e de crescimento tumoral foi satisfatória garantindo, 

desta forma, a melhoria da compreensão da doença e o desenvolvimento de novas 

modalidades de terapias. Novos estudos, entretanto, são necessários para garantir a 

reprodutibilidade destes resultados. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Modelos ortotópicos de osteossarcoma de calota craniana e coluna vertebral em 

camundongos atímicos são factíveis e permitem o acompanhamento in vivo para o 

desenvolvimento de novas terapêuticas. 

 A cintilografia com 99mTc-MIBI foi eficaz na detecção dos osteossarcomas em 

modelo animal ortotópico de calota craniana e coluna vertebral. 
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63 

  



64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO III- Dados individuais da amostra- volume 
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ANEXO IV- Dados individuais da amostra- sobrevida 
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Anexo IV - Tabela com tempo de óbito para cada animal 

Animais Identificação Morreu Data do óbito 

Calota 1 Sim 1 

Calota 2 Sim 1 

Calota 3 Não 33 

Calota 4 Não 33 

Calota 5 Não 43 

Calota 6 Não 38 

Calota 7 Não 38 

Calota 8 Não 36 

Vértebra 9 Não 42 

Vértebra 10 Não 42 

Vértebra 11 Não 31 

Vértebra 12 Não 31 

Vértebra 13 Não 42 

Vértebra 14 Não 35 

Vértebra 15 Não 35 

Vértebra 16 Não 30 

Vértebra 17 Não 32 
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ANEXO V- Declaração de investigação “sanduíche”- Un iversidade de Coimbra 
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