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RESUMO 

 

Conceição JCP. Estudo histológico e imunohistoquímico da degeneração da região 
central da cartilagem de Meckel na mandíbula em desenvolvimento de ratos 
[dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2021. Versão corrigida. 
 
A cartilagem de Meckel é uma estrutura transitória embrionária presente durante os 

estágios iniciais da formação da mandíbula, localizada em toda sua extensão e 

dividida em três porções, anterior, intermediária e posterior. O enfoque deste trabalho 

foi direcionado à elucidação do destino final da porção intermediária por meio de um 

estudo temporal sequenciado. Por isso, foi investigado a presença de células de 

reabsorção e a presença de fibras colágenas, bem como da proteína óssea 

osteopontina (OPN) na cartilagem de Meckel na região do germe do 1º molar inferior 

e no seu entorno. Foram utilizados fetos de ratos Wistar em períodos gestacionais 

pré-estabelecidos, G18 a G21 (grupos de dias intrauterinos), bem como P0 e P1 

(recém-nascidos) para remoção das cabeças. Em sequência, os espécimes foram 

fixados em solução de formaldeído 4% + glutaraldeído 0,1% com tampão fosfato 0,1M, 

descalcificados em EDTA 4,13%, desidratados em concentrações crescentes de 

etanol e incluídos em parafina. As amostras foram coradas em hematoxilina e eosina 

(HE) e tricrômico de Mallory para análise histológica. Adicionalmente, os grupos G19 

a P0 foram submetidos à reação histoquímica de TRAP para determinação da 

presença de células clásticas. Além disso, os grupos G21 e P0 (dia do nascimento) 

passaram por reações de imunomarcação para análise da expressão de OPN. Foi 

observado a degeneração gradual da cartilagem com a observação de mudanças 

estruturais, a justaposição de células clásticas na superfície da cartilagem por reação 

histoquímica TRAP a partir do G21, o aparecimento de colágeno tipo I nas fases 

terminais da degeneração, assim como a marcação positiva para a osteopontina na 

superfície de G21 e em todo o remanescente da cartilagem de Meckel no grupo P0. 

O estudo apontou um processo de degeneração da cartilagem com evidências de 

formação de matriz mineralizada de natureza óssea, a qual foi reabsorvida por células 

clásticas, sugerindo a ossificação da porção intermediária da cartilagem de Meckel. 

 

Palavras chave: Cartilagem. Mandíbula. Osteopontina. Osteoclasto.  



 
 

 

  



ABSTRACT 

 

Conceição JCP. Histological and immunohistochemical study of the degeneration of 

the central region of Meckel's cartilage in the developing mandible of rats [dissertation]. 

São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2021. Versão 

corrigida. 

 

Meckel's cartilage is an embryonic transitional structure present during the early stages 

of mandible formation, located throughout its length and divided into three portions, 

anterior, intermediate, and posterior. The focus of this study was directed to elucidate 

the final destination of the intermediate portion through of a sequenced temporal study. 

Therefore, the presence of resorption cells and the presence of collagen fibers, as well 

as the bone protein osteopontin (OPN) in Meckel's cartilage and around the germ 

region of the mandibular 1st molar, were investigated. Wistar rat fetuses at pre-

established gestational periods, G18 to G21 (intrauterine day groups), as well as P0 

and P1 (newborns), were used for head removal. The specimens were then fixed in a 

4% formaldehyde + 0.1% glutaraldehyde solution with 0.1M phosphate buffer, 

decalcified in 4.13% EDTA, dehydrated in increasing concentrations of ethanol, and 

embedded in paraffin. The samples were stained in hematoxylin and eosin (HE) and 

Mallory's trichrome for histological analysis. Additionally, the G19 to P0 groups were 

subjected to TRAP histochemical reaction to determine the presence of clastic cells. 

In addition, groups G21, and P0 (day of birth) underwent immunolabeling reactions for 

analysis of OPN expression. Gradual cartilage degeneration was observed with the 

observation of structural changes, the juxtaposition of clastic cells on the cartilage 

surface by TRAP histochemical reaction starting from G21, the appearance of type I 

collagen in the terminal stages of degeneration, as well as positive labeling for 

osteopontin on the surface of G21 and on the entire remnant of Meckel's cartilage in 

the P0 group. The study pointed to a process of cartilage disintegration with evidence 

of bone mineral matrix formation, which was resorbed by clastic cells, suggesting 

ossification of the middle portion of Meckel's cartilage. 

 

Key words: Cartilage. Jaw. Osteopontin. Osteoclast. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cartilagem de Meckel é uma estrutura embrionária encontrada durante o 

desenvolvimento da mandíbula. Apresenta-se como um cilindro alongado de 

cartilagem hialina, estendendo-se por cada hemimandíbula em formação. Apesar de 

ser uma estrutura transitória, a cartilagem é fundamental para o desenvolvimento ao 

servir de suporte durante o processo de ossificação da mandíbula (Ramaesh; Bard, 

2003; Amano et al., 2010; Svandova et al., 2020). 

A origem da cartilagem de Meckel ocorre a partir das células derivadas da 

crista neural do primeiro arco faríngeo que se condensam próximo à região de 

desenvolvimento do germe dentário do primeiro molar inferior (Ito et al., 2002). Essas 

células se diferenciam em condrócitos que posteriormente se organizam para adquirir 

o formato de bastonete característico da cartilagem. Nesse período, pontos de 

ossificação intramembranosa surgem também ao entorno do germe do primeiro molar 

inferior. Apesar de ter sido sugerido, a possibilidade de indução entre a cartilagem de 

Meckel e o ínicio da ossificação intramembranosa (Frommer; Margolies, 1971), não 

existem evidências conclusivas a respeito disso. 

A contribuição da cartilagem de Meckel para o desenvolvimento de novas 

estruturas é atribuído aos diferentes destinos resultantes de cada uma das suas 

porções. Estando a porção mais anterior relacionada à formação da sínfise 

mandíbular por ossificação endocondral, a intermediária, que é comumente 

subdividida na literatura em região anterior e posterior, esta última contribuindo com a 

formação dos ligamentos anterior do martelo e esfeno mandibular; já a porção mais 

posterior passa por ossificação endocondral para formar os ossículos do ouvido 

médio, martelo e bigorna (Ito et al., 2002; Shimo et al., 2004; Amin; Tucker, 2006; 

Anthwal et al., 2013). 

A porção intermediária da cartilagem de Meckel corresponde à maior parte da 

estrutura e existem lacunas na compreensão da destinação final desta região. O 

desaparecimento deste segmento no rato, ocorre no período pós-natal, enquanto as 

outras regiões da cartilagem formam novas estruturas. Por conta disso, existem 

algumas correntes que tentam explicar os meios que levam à degeneração dessa  
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região da cartilagem de Meckel (Svandova et al., 2020). Ainda é indefinido se o 

processo de degeneração ocorre por mecanismos de morte celular ou por ossificação, 

auxiliando na formação da mandíbula. Para fins de estudo, é útil existir uma 

delimitação ainda mais específica de suas partes. Sendo assim, foi ponto de interesse 

deste trabalho, a avaliação direcionada à porção correspondente à presença do germe 

do 1º molar inferior. 

A falta de esclarecimentos definitivos na literatura a respeito do destino final 

da região intermediária da cartilagem de Meckel abre espaço para que novos estudos 

sejam realizados com o objetivo de encontrar evidências que possam apontar para a 

ossificação ou degeneração do remanescente dessa estrutura por outros 

mecanismos. 

O estudo sequenciado do período de desenvolvimento e degeneração da 

cartilagem de Meckel e a análise por métodos histológicos e imunohistoquímicos 

mostrou-se como um caminho promissor para o entendimento das mudanças que 

ocorrem durante as fases terminais da porção intermediária da cartilagem de Meckel. 

Assim como, o papel da proteína osteopontina como marcador ósseo, é uma 

ferramenta importante para caracterização da presença de tecido ósseo, devido à sua 

ausência na matriz cartilaginosa. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

A cartilagem de Meckel foi primeiramente descrita há 200 anos atrás por um 

anatomista e cirurgião obstetra alemão chamado Johann Friedrich Meckel em sua 

obra Handbuch der menschlichen Anatomie, sendo batizada com esse nome por seus 

seguidores e em homenagem ao cientista. A primeira descrição da estrutura 

apresentava-se como um apêndice cartilaginoso em formato cônico, muito alongado, 

estendendo-se da parte posterior à anterior da mandíbula, onde se afunila e não se 

ossifica Meckel1(1820, apud Svandova et al., 2020; Amano et al., 2010). 

Consiste em uma estrutura oriunda de células do primeiro arco faríngeo, 

localizada na região inferior que contribuirá e servirá de suporte para a formação da 

futura mandíbula, desenvolvendo um papel fundamental no desenvolvimento e 

evolução desse osso em vertebrados (Svandova et al., 2020). 

Os órgãos e tecidos dos corpos dos vertebrados podem ter origem a partir dos 

três folículos embrionários fundamentais: ectoderma, mesoderma e endoderma. 

Assim como os ossos do crânio, dentina, polpa dental, cemento e periodonto, a 

cartilagem de Meckel é ectomesenquimal, derivada das células da crista neural que 

migram em direção ao primeiro arco faríngeo, diferentemente dos outros tecidos de 

conexão, ossos e cartilagem do corpo que possuem origem através do mesoderma. 

(Nanci, 2008) Um estudo realizado por meio de um sistema transgênico com a análise 

sob a expressão do transgene Wnt1 evidenciou a contribuição das células da crista 

neural na diferenciação e formação da papila dentária, odontoblastos, polpa, cemento, 

ligamento periodontal, mandíbula e condrócitos da cartilagem de Meckel (Chai et al., 

2000). 

Estabelecida como duas hastes de cartilagem de hialina que atravessam a 

face lateral da mandíbula no período embrionário. A cartilagem de Meckel está 

presente durante a formação da mandíbula, iniciando desde os estágios 

intermediários fetais até os estágios pós-natais iniciais. Em aves e répteis, essa 

estrutura permanece sem sofrer ossificação e servindo de alicerce para o osso da 

mandíbula que a envolve, já em mamíferos, essa cartilagem sofre degeneração e não 

                                                             
Meckel J F. Handbuch der menschlichen Anatomie. Berlin: Lehre und Geschichte des Foetud. 1820. IV 
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permanece em idade adulta (Wyganowska-Świątkowska; Przystańska, 2011; Anthwal 

et al. 2013). 

Em humanos, as mudanças que ocorrem na cartilagem de Meckel ocorrem 

paralelamente ao desenvolvimento dos músculos. Músculos como milo-hióideo, 

genioglosso e gênio hioideo começam a aparecer e se anexam a cartilagem de 

Meckel, seguidos igualmente pelo músculo masseter. Diferentemente do que ocorre 

em ratos, na região mais anterior, há remanescentes da cartilagem de Meckel que 

permanecem como nódulos na superfície dorsal da sínfise mandibular e não há 

ossificação e fusão dessas extremidades ventrais da cartilagem (Rodríguez-Vázquez 

et al., 1997; Wyganowska-Świątkowska; Przystańska, 2011). 

Defeitos no desenvolvimento da cartilagem de Meckel e mutações em genes 

que atuam nesse processo desencadeiam má formações relacionadas a formação do 

osso da mandíbula, por exemplo, agnatia, micrognatia ou hipoplasia mandibular. 

Esses defeitos mandibulares levam a problemas adicionais e secundários que 

repercutem em obstrução das vias aéreas e dificuldade de alimentação. Assim, o 

desenvolvimento normal e regular da cartilagem de Meckel é de extrema importância 

na determinação de fenótipos (Biosse Duplan et al., 2016; Manocha et al., 2019; 

Svandova et al., 2020).  

A totalidade da cartilagem de Meckel no rato pode ser dividida para fins de 

estudos e observações. De acordo com os destinos finais, existem três porções: a 

porção anterior, intermediária, posterior (Shimo et al., 2004; Svandova et al., 2020). 

Além das subdivisões em regiões anterior e posterior, adicionalmente a porção 

intermediária pode ser subdivida em uma região central, correspondente à área do 

germe do 1º molar inferior. 

 

 

2.1 CARTILAGEM HIALINA 

 

 

A cartilagem hialina é o tipo de tecido cartilaginoso mais encontrado no corpo 

humano. Em embriões, é o primeiro arcabouço que posteriormente será substituído 

por tecido ósseo, já em adultos pode ser encontrado na região de fossas nasais, 

traqueia, brônquios e recobrindo articulações dos ossos longos. Apresenta o aspecto 
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branco-azulada e translúcida (Junqueira; Carneiro, 2008; Arana-Chavez; Bradaschia, 

2012). 

A matriz da cartilagem hialina é composta por cerca de 70% a 80% por água, 

consiste em um gel de proteoglicanos hidratados reforçado por uma rede de fibrilas 

de colágeno tipo II que ocupam cerca de 40% da composição total, associadas com 

ácido hialurônico, proteoglicanos e glicoproteínas, sendo a glicoproteína 

condronectina um dos componentes principais, pois tem a capacidade de se ligar à 

condrócitos, fibrilas de colágeno tipo II e glicosaminoglicanos. Esses componentes 

conferem a característica de rigidez à matriz. (Junqueira; Carneiro, 2008; Becerra et 

al. 2010; Arana-Chavez; Bradaschia 2012).  

As cartilagens são envolvidas por um pericôndrio rico em tecido conjuntivo 

denso que contribui para a reposição de condrócitos que ajuda no crescimento. Dentro 

dele, estão localizados vasos sanguíneos e linfáticos que são responsáveis pela 

nutrição e via de eliminação de metabólitos (Junqueira; Carneiro, 2008). 

As células da cartilagem são denominadas de condrócitos; quando 

localizadas na região central são arredondadas, já na região de periferia, próximo ao 

pericôndrio, são denominadas condroblastos, os quais têm formato alongado que 

lembra a morfologia dos fibroblastos (Junqueira; Carneiro, 2008). 

Em circunstâncias de hipertrofia dos condrócitos, a matriz extracelular da 

cartilagem passa por mudanças que alteram a sua composição. A síntese de colágeno 

tipo II é reduzida e a síntese de colágeno não fibrilar tipo X é iniciada. Além disso, 

condrócitos hipertróficos passam a secretar metaloproteinase 13 (MMP-13) que é 

capaz de degradar colágeno tipo II (Mackie et al., 2011). 

A cartilagem de Meckel caracteriza-se por ser uma cartilagem hialina típica, 

onde os condrócitos encontram-se imersos em uma matriz fundamentada em 

colágeno tipo II e proliferam-se acompanhando seu crescimento. É margeada por um 

pericôndrio que permite um crescimento adicional por meio da diferenciação e 

proliferação dos condrócitos localizados nessa posição (Amano et al., 2010). Bem 

como, possui também em sua matriz proteoglicanos típicos como agrecan, decorin, 

biglican e lumican, com distribuição espaço temporal e quantitativa variada, o que 

deve permitir a consolidação de propriedades mecânicas características da cartilagem 

(Ababneh; Al-Khateeb, 2009). Adicionalmente à sua composição, foi identificada 
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também a presença da fosfoproteína extracelular de matriz como integrante do grupo 

de proteínas de matriz, estando relacionada e com expressão aumentada nas 

camadas de condrócitos hipertróficos, sugerindo envolvimento em um possível 

processo da mineralização da cartilagem (Shibata et al., 2013). 

 

 

2.2 CARTILAGEM DE MECKEL 

 

 

O desenvolvimento da cartilagem de Meckel ocorre bilateralmente, a partir da 

região mediana do processo mandibular em que o mesênquima passa por 

condensação e diferenciação em pré condrócitos. Esse processo segue, de modo que 

a cartilagem se expande para a frente e alonga-se vento medial até formar a barra 

cartilaginosa em forma de “V” que posteriormente funde-se na sua porção mais 

anterior, formando uma estrutura de terminologia conhecida como processo rostral. 

Enquanto isso, na extremidade oposta, a cartilagem cresce para trás e para fora, 

formando um processo de gancho que culminará nos primórdios do osso martelo e 

bigorna do ouvido (Bhaskar et al., 1953; Amano et al., 2010). 

Os estágios iniciais de desenvolvimento da cartilagem de Meckel, o que em 

roedores, correspondente ao período E10 – E11, caracteriza-se por células 

mesenquimais condensadas sem secreção de matriz cartilaginosa. A partir do dia 

E13, são encontrados pré condroblastos pequenos, arredondados e fortemente 

compactados. A medida que a diferenciação avança, os condroblastos adquirem um 

arranjo mais frouxo e organizam-se na estrutura lacunar de cartilagem embebida por 

matriz extracelular rica em colágeno tipo II (Frommer; Margolies, 1971; Svandova et 

al., 2020). 

A cartilagem cresce seguindo uma orientação simultânea no sentido anterior 

e posterior, alongando-se concomitantemente e tendo um crescimento aposicional. 

Esse crescimento da cartilagem de Meckel deve ocorrer em sentido antero-posterior 

por meio da diferenciação e condensação gradual do mesênquima em condroblastos 

na região de extremidades das hastes cartilaginosas, enquanto o alargamento em 

orientação transversal para determinação de sua espessura é decorrente das 

diferentes velocidades de proliferação dos condroblastos, sendo os imaturos mais 
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ativos e os maduros com redução progressiva do poder proliferativo (Ramaesh; Bard, 

2003; Kaucka et al., 2017). 

A sinalização parácrina está envolvida na regulação da proliferação 

condrocítica. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) derivado das células 

da crista neural, estabiliza a rede vascular da mandíbula e permite que fatores 

derivados dos vasos sanguíneos organizem a morfogênese da cartilagem de Meckel, 

gerenciando a expansão normal da mandíbula. Bem como também, o fator de 

crescimento de insulina (IGF) foi identificado como contribuinte no crescimento da 

cartilagem durante o desenvolvimento embrionário (Wiszniak et al., 2015; Marchant et 

al., 2020). 

O desenvolvimento da cartilagem continua e sua porção mais anterior e 

ventral culmina na formação da sínfise mandibular, havendo fusão das vertentes 

anteriores de ambos os lados da cartilagem em roedores. Na região mais proximal e 

posterior, a cartilagem de Meckel se curva lateralmente findando na formação dos 

ossículos do ouvido (Bhaskar et al., 1953; Radlanski; Renz, 2003). 

Depois da sua maturação e estabelecimento, a partir de E15, condrócitos 

adjacentes aos centros de ossificação da mandíbula começam a apresentar hipertrofia 

e na sequência passam a expressar colágeno tipo X na região intermediária, assim 

como há a expressão de fosfatase alcalina no pericôndrio (Granstrom et al., 1988; 

Ishizeki et al., 1999). Em E16 inicia-se calcificação nessa área com a subsequente 

invasão por capilares. Em E18, a matriz calcificada está em ativo processo de 

reabsorção com a massiva entrada de osteoclastos/condroclastos e osteoblastos, 

células provenientes de precursores da medula óssea carregadas por vasos 

sanguíneos invasores (Ishizeki et al., 1999). 

No período de nascimento, o desenvolvimento do incisivo inferior é visível e o 

tecido ósseo, resultante de ossificação intramembranosa, responsável pela formação 

do corpo da mandíbula naquela região, substitui a cartilagem de Meckel, não existindo 

mais o reconhecimento da estrutura. A degeneração da região anterior da porção 

intermediária da cartilagem acompanha o sentido dos incisivos em direção a região 

de molar (Ishizeki et al., 1999; Amano et al., 2010). 

A degeneração da região anterior da porção intermediaria da cartilagem de 

Meckel é acompanhada por alguns eventos semelhantes aos que ocorrem dentro do 



30 

 

processo de ossificação endocondral. O fenômeno de ossificação pericondral é 

determinado pela formação de uma camada de matriz mineralizada ao redor do molde 

cartilaginoso, caracterizando o surgimento de um colar ósseo. Esse colar ósseo 

impede a passagem de nutrientes para o centro da cartilagem, levando a hipertrofia 

dos condrócitos centrais que interrompem a secreção de colágeno tipo II e iniciam a 

síntese de colágeno tipo X (Arana-Chavez; Bradaschia, 2012). Além disso, há a 

excreção de metaloproteinases que contribuem para a degradação de componentes 

da matriz extracelular da cartilagem, bem como começam a apresentar a presença de 

atividade de fosfatase alcalina (Adams; Shapiro, 2002).  

A porção intermediária sofre degeneração e desaparece no período pós-natal. 

A região anterior da porção intermediária está alinhada com a ossificação da 

mandíbula ao seu redor e passa pelo processo de invasão das células ósseas. Já a 

porção posterior da mesma, não se relaciona com a formação da mandíbula, mas sim 

com a formação do ligamento esfeno mandibular através da transformação fenotípica 

dos condrócitos em fibroblastos (Amano et al., 2010; Ishizeki et al., 2001). 

 

 

2.3  PORÇÃO INTERMEDIÁRIA DA CARTILAGEM DE MECKEL 

 

 

A porção intermediária da cartilagem de Meckel é frequentemente subdivida 

em duas regiões, anterior e posterior, sendo a anterior alvo de duas vertentes 

hipotéticas a respeito de seu destino final. Existem evidências que apontam para uma 

contribuição na ossificação da mandíbula e outras que direcionam para uma 

degeneração da mesma por mecanismos de mortes celular (Svandova et al., 2020). 

A degeneração da região anterior do segmento intermediário da cartilagem de 

Meckel em suas etapas finais demonstra uma aproximação do tecido ósseo 

mandibular intramembranoso recém-formado nas redondezas com o pericôndrio da 

cartilagem. Além disso, o recrutamento e acercamento de células clásticas é 

reconhecido nesse momento (Frommer; Margolies, 1971; Amano et al., 2010). 

A transição de condrócitos maduros para condrócitos com hipertrofia da 

cartilagem de Meckel no período intermediário do desenvolvimento intrauterino é 
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evidenciado pela expressão de colágeno tipo X e componentes relacionados com a 

ossificação endocondral como, metalproteinase 9 (MMP-9), osteopontina (OPN) e 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que foram expressos em condrócitos 

pós hipertróficos durante E18 em embriões de ratos (Shimo et al., 2004).  

A degradação e remodelação da matriz de cartilagens pode ser atribuída ao 

papel das metaloproteinases, uma família de proteínas relacionadas com a 

degradação de componentes de matriz extracelular. Os subtipos dessas proteínas 

dizem respeito ao substrato alvo de ação e a cascata de ativação entre elas determina 

a forma da reestruturação e mudança.  Assim como ocorre na ossificação 

endocondral, essa classe de proteínas promove os processos proteolíticos e altera a 

composição da cartilagem, contribuindo para a reabsorção e morte celular dos 

condrócitos. Entretanto, o padrão de expressão das metaloproteinases encontrado na 

cartilagem de Meckel apresenta diferenças do previsto na ossificação endocondral, 

podendo sugerir uma modificação no perfil de acionamento das mesmas (Vu; Werb, 

2000; Sakakura et al., 2007). 

O sistema de sinalização RANK/RANK-L/OPG regula positivamente e 

negativamente a ativação e diferenciação das células clásticas responsáveis pelo 

processo de reabsorção de tecidos mineralizados (Arana-Chavez; Bradaschia, 2012). 

A molécula ligante RANK-L foi detectada em uma série de tecidos, inclusive em 

osteoblastos e condrócitos pré hipertróficos e hipertróficos localizados em cartilagens 

de ossos longos (Kartsogiannis et al., 1999). A identificação do padrão de expressão 

dos componentes desse sistema regulatório foi determinado na cartilagem de Meckel 

de camundongos no período embrionário de E14-E16 na região correspondente à 

altura do germe do incisivo. A expressão dessas moléculas esteve fortemente 

evidenciada nos sítios de reabsorção e em condrócitos hipertróficos (Sakakura et al., 

2005). 

A expressão de proteínas ósseas características nos condrócitos da 

cartilagem de Meckel foi observada em estudos, especialmente em períodos 

correspondentes ao momento de degeneração da cartilagem. Proteínas como, 

osteocalcina, osteonectina, osteopontina e proteína morfogenética óssea 

apresentaram marcações por reações de imuno-histoquímica e fluorescência. Além 

da capacidade de maquinaria interna celular dos condrócitos que são capazes de 

sintetizar colágeno tipo II em determinado momento do desenvolvimento, colágeno 
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tipo X durante a hipertrofia e colágeno tipo I. A detecção de matriz calcificada por 

coloração de Von Kossa evidenciou pontos de mineralização, principalmente em 

áreas de início de reabsorção (Harada; Ishizeki, 1998; Ishizeki et al., 1999; Ishizeki et 

al., 2009; Ishizeki, 2012; Wang et al., 2013). 

As células da cartilagem de Meckel podem sofrer morte celular. A apoptose é 

um mecanismo essencial para o desaparecimento e adaptação de tecidos. Na 

ossificação endocondral, é bem estabelecido o papel da indução de morte celular por 

apoptose, quando alterações no microambiente por meio de mudanças nas 

concentrações de íons, peptídeos e glicanos estimulam a apoptose dos condrócitos 

(Shapiro et al., 2005). Entretanto, estudos em condrócitos da cartilagem de Meckel 

tem demonstrado que poucos condrócitos durante as fases de período embrionário 

tardio, sofrem apoptose através do método de detecção TUNEL. Células apoptóticas 

positivas foram identificadas na região lateral do pericôndrio no período de maturação 

da cartilagem, antes do ínicio da degeneração. Assim, a apoptose não influencia o 

processo de degeneração da cartilagem, devendo contribuir durante as fases de 

diferenciação dos condroblastos no pericôndrio e/ou remoção de células que possam 

atrapalhar o crescimento lateral da cartilagem (Harada; Ishizeki, 1998; Amano et al., 

2010).  

Em estudo realizado por Shimada et al. (2003), foi identificado na cartilagem 

de Meckel, a expressão da proteína de choque térmico Hsp, conhecida por sua 

atuação como fator protetor e anti apoptótico diante de situações de estresse 

biológico, apresentando um perfil diferente de marcação do que é expresso em 

cartilagens que passam por ossificação endocondral e de outras partes do corpo. Na 

cartilagem de Meckel, a Hsp é expressa na fase de desenvolvimento com os 

condrócitos imaturos e em estado proliferação, enquanto que nas outras cartilagens é 

manifestada já na maturidade em condrócitos hipertróficos. 

Outro mecanismo de morte celular pode estar envolvido na degeneração da 

região anterior da porção intermediária da cartilagem de Meckel. A autofagia é um 

mecanismo que diz respeito ao processo de degradação dos compartimentos internos 

celulares através de lisossomos que eliminam organelas danificadas ou 

funcionalmente inviáveis (Glick et al., 2010). Durante a fase correspondente ao 

período de degeneração da região central da cartilagem de Meckel, os marcadores 
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autofágicos Beclin1 e LC3 foram imuno localizados, principalmente, em áreas de 

condrócitos pré hipetróficos e hipertróficos (Yang et al., 2012). 

A autofagia pode estar relacionada com a sobrevivência normal da cartilagem. 

Amostras de cartilagem de pacientes com osteoartrite foram analisadas e comparadas 

na presença do marcador Beclin1, havendo uma diminuição nos níveis em relação 

aos grupos controles. Quando submetidas a uma super expressão de Beclin1, houve 

um aumento da viabilidade celular e redução da apoptose nas amostras patológicas 

comparadas com os grupos que não receberam o tratamento com a proteína (Song 

et al., 2017). 

 

 

2.4 PROTEÍNAS NÃO COLÁGENAS ÓSSEAS: A OSTEOPONTINA 

 

 

A proteína osteopontina foi primeiramente reportada em 1979 por Senger, 

pertence à família de glicoproteínas ligantes de integrina (SIBLING) que incluem 

também componentes como sialoproteína óssea (BSP) e fosfoproteína de matriz 

dentinária 1 (DMP1). É decodificada pelo gene SPP1 que é mapeado através do 

cromossomo 4. É uma molécula solúvel de matriz extracelular e possui uma sequência 

aspartato-glicina-arginina que é reconhecida por seu potencial adesivo, sendo 

expressa em superfícies celulares com integrina (Oldberg et al., 1986; Fisher et al., 

2001; Si et al., 2020).  

A osteopontina (OPN) é uma proteína não colágena óssea com capacidade 

adesiva, secretada nos momentos de mineralização do tecido ósseo. Se acumula na 

região de interface célula-matriz e matriz-matriz, conhecida como linha cementante, e 

pode ser definida como um elemento de composição característico desse tecido 

(Arana-Chavez; Bradaschia, 2012; Barbosa, 2013). 

A associação da osteopontina com o processo de biomineralização está 

relacionada com a ação regulatória na formação e crescimento dos cristais de 

hidroxiapatita por meio de regiões em sua estrutura com a habilidade de se ligar aos 

cristais. Dessa maneira, estudos tem demonstrado aumento de densidade dos tecidos 

mineralizados, a partir de amostras oriundas de ratos transgênicos com supressão da 

expressão de osteopontina, fortalecendo e reafirmando o papel dessa proteína no 
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controle da mineralização. Um desequilíbrio nesse sistema pode desencadear 

alterações fenotípicas no tecido ósseo (Boskey et al., 2002; McKee; Nanci, 1996; Holm 

et al., 2014; Foster et al., 2018). 

A expressão da osteopontina pode ser identificada em tecidos mineralizados 

como osso, dentina e cemento, além de estar presente em condições patológicas de 

calcificação como aterosclerose, osteoporose e cálculos renais. Alterações nos níveis 

de osteopontina podem promover uma desregulação no equilíbrio da manutenção e 

renovação óssea, assim como estímulo para o surgimento de calcificações anormais 

e ectópicas (McKee; Nanci, 1996; Si et al., 2020). 

A osteopontina é principalmente secretada pelos osteoblastos, mas pode ser 

também sintetizada por células progenitoras de osteogênese, células hematopoiéticas 

da medula óssea e indiferenciadas. Adicionando a isso, não pode ser encontrada em 

cartilagens mineralizadas, devido os condrócitos não secretarem essa proteína. 

Em um contexto de altos níveis de íons cálcio no meio, resultantes da 

reabsorção óssea mediada por osteoclastos, células indiferenciadas são estimuladas 

para proliferarem e promoverem a mineralização da matriz através do aumento da 

expressão e secreção da osteopontina. Além disso, diante de condições de processos 

inflamatórios, ocorre um aumento da expressão de osteopontina que incita a 

expressão de proteínas integrinas nas células indiferenciadas, promovendo a 

migração dessas células através da ligação com as proteínas receptoras (Zou et al., 

2011; Lee et al., 2018; Si et al., 2020). 

A atuação dos osteoclastos é influenciada pela osteopontina, devido a 

interação com receptores de integrina e CD44 presentes na membrana dessas células 

que auxilia na ancoragem a superfície óssea, migração e motilidade. A ausência de 

osteopontina desencadeou osteoclastos com motilidade limitada e com redução da 

capacidade reabsortiva em estudo in vitro, quando houve a adição de OPN exógena, 

os clastos apresentaram retorno da motilidade normal e aumento da expressão do 

receptor CD44. Além disso, aumento da expressão de osteopontina induziu o aumento 

da expressão de RANKL e a atividade osteoclástica nas superfícies de osso alveolar 

(Chellaiah; Hruska, 2002; Chellaiah et al., 2003; Walker et al., 2010). Foi demonstrado 

a presença da osteopontina em lacunas de reabsorção, sugerindo a secreção dessa 

proteína também por parte dos osteoclastos (Luukkonen et al., 2019). 
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A propriedade adesiva da osteopontina tem grande importância no que diz 

respeito à construção de uma matriz óssea mineralizada e seu alto poder de afinidade 

de ligação com colágeno tipo I, atribuindo a essa proteína papéis especializados e 

direcionados no processo de mineralização (Bernards et al., 2008). 

 

 

2.5 OSTEOCLASTOS 

 

 

Os osteoclastos são células multinucleadas que possuem intensa capacidade 

reabsortiva. A ação dessas células pode resultar em extensas degradações de tecidos 

mineralizados. Tem como características principais a intensa habilidade em migrar 

para superfície ósseas, poder de acidificação do meio para ser reabsorvido e 

internalização por endocitose dos produtos de degradação da matriz (Bruzzaniti; 

Baron 2006; Plotkin; Bruzzaniti, 2019). 

Após a fixação no substrato que será reabsorvido, os osteoclastos mudam 

sua morfologia para uma maior adaptação à superfície, se tornando células 

polarizadas, permitindo assim a formação de dois domínios estruturais internos: zona 

clara e borda em escova. A zona clara é uma área rica em actina, envolve a região de 

borda em escova e tem a maquinaria que fixa o osteoclasto à matriz por meio de 

proteínas integrina, já a borda em escova é um domínio de invaginações da membrana 

celular, onde ocorre o bombeamento de íons e enzimas hidrolíticas para o tecido que 

será reabsorvido (Bruzzaniti; Baron, 2006) 

A origem dos osteoclastos ocorre a partir de células mielóides 

hematopoiéticas que estimuladas por fatores como RANKL, fator estimulante de 

colônia de macrófagos (M-CFS) e interleucina-3 (IL-3) levam a proliferação, 

diferenciação e fusão dessas células. Esses fatores são secretados por células da 

medula óssea e osteoblastos. A regulação da expressão do ligante RANKL sob os 

osteoblastos e células indiferenciadas, é feita por meio da ação da vitamina D, do 

hormônio PTH, por prostaglandinas e por M-CSF, além da proteína solúvel 

osteoprotegerina (OPG) que se liga ao RANKL impedindo sua ligação e ativação dos 

osteoclastos (Bruzzaniti; Baron, 2006; Arana-Chavez; Bradaschia, 2012). 
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Os osteoclastos fazem parte da manutenção da homeostase óssea e em 

sincronia com os osteoblastos conduzem a remodelação óssea. Uma instabilidade na 

harmonia desse sistema, pode provocar o surgimento de patologias ósseas. Esse 

sistema é regulado por fatores como hormônios, proteínas, moléculas de matriz 

celular e interações com outros tipos celulares (Zhao et al., 2021). 

A remodelação óssea é resultado de uma sincronia e influência mútua entre 

osteoblastos e osteoclastos. Da mesma forma que os osteoblastos podem interferir 

na ativação e diferenciação osteoclástica, os osteoclastos podem estimular a 

formação óssea através da liberação de fatores localizados no interior de matrizes 

ósseas durante o processo de reabsorção e também por meio da ação de fatores 

derivados dos próprios osteoclastos, conhecidos como clastoquinas (Teti, 2013; Sims; 

Martin 2014). 

O processo de reabsorção da cartilagem hipertrófica pelos osteoclastos é 

diferente do que ocorre na reabsorção óssea, pois o primeiro ocorre de maneira 

independente do funcionamento da borda em escova com a acidificação do meio para 

dissolução de minerais, já o segundo é dependente, de maneira que a atividade da 

zona clara com a liberação de vesículas ácidas é essencial para a reabsorção do osso 

(Touaitahuata et al., 2014). 

Um estudo realizado por Lofvall et al. (2018) em meio de cultura com amostras 

de três compartimentos de articulação bovina, osso subcondral, cartilagem articular e 

osso cortical, mostrou a capacidade de degradação dos osteoclastos diante dos 

diferentes componentes da articulação, evidenciando que essas células podem 

reabsorver cartilagem articular e cartilagem calcificada, independente do mecanismo 

de acidificação, sugerindo que o desempenho da função do osteoclasto ocorre 

mediante o substrato de ação através da participação dos seus diferentes processos 

internos envolvidos na reabsorção. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo sequenciado sobre o processo 

de degeneração da região central da porção intermediária da cartilagem de Meckel de 

fetos de ratos durante períodos intrauterinos (G18 a G21) e períodos neonatais (P0 e 

P1) por meio de análise histológica, histoquímica e imuno-histoquímica. 

Assim, este trabalho investigou os seguintes aspectos relacionados à extinção 

da cartilagem de Meckel: 

• Avaliação morfológica da cartilagem de Meckel com ênfase na 

organização estrutural das suas células e da matriz, bem como das 

células de reabsorção ao seu redor; 

• Avaliação da presença de fibras de colágeno tipo I por meio do tricrômico 

de Mallory na cartilagem e no osso em formação ao seu redor; 

• Análise histoquímica da presença das células clásticas (TRAP positivas) 

na cartilagem e adjacências; 

• Determinação imuno-histoquímica da presença da proteína 

osteopontina (OPN) no período de degeneração da porção intermediária 

da cartlagem de Meckel. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O presente estudo registrado com o número de protocolo 12/2021 foi 

submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP), atestando a 

concordância com os preceitos da Lei nº 11.794 do Decreto nº 6.899 e com as normas 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). (Anexo A) 

 

 

4.1 MANUSEIO DOS ANIMAIS 

 

 

Para este estudo da cartilagem de Meckel em desenvolvimento, foram 

utilizados fetos de ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), obtidos a 

partir de animais oriundos do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da 

Universidade de São Paulo (USP), pesavam em torno de 200-300g e tinham idade de 

60 dias de vida.  Foram mantidos no Biotério do Laboratório de Biologia Oral (LBO) 

da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP) sob condições 

controladas de temperatura (21-23ºC), ciclos alternados de luz (12h claro/12h escuro) 

e livre acesso a água e ração. 

Neste estudo, foram utilizados 8 fêmeas e 3 machos que foram colocados 

para o acasalamento através do compartilhamento desses animais em gaiolas iguais. 

Os fetos obtidos para esse estudo correspondem a idades de períodos intrauterinos e 

neonatais. De maneira que pudessem ser divididos e selecionados nas idades 18 dias, 

19 dias, 20 dias, 21 dias, dia do nascimento e 1 dia pós-natal. 

Para investigação da cartilagem de Meckel, o modelo animal em roedores é o 

mais comumente utilizado e as idades foram determinadas levando em consideração 

o aparecimento dos primeiros sinais de ossificação na região e degeneração da 

cartilagem por meio da observação de outros estudos anteriormente realizados 

(Ishizeki et al., 1999; Yang et al., 2012). 
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Esquematicamente é possível dividir os grupos, de acordo com os períodos 

gestacionais. Para cada grupo, foram utilizados uma ou duas ninhadas de fetos, tendo 

em vista, a variação do número de fetos encontrados em cada ninhada, podendo ser 

encontrados em média de três a doze embriões por prole. O número final utilizado 

para cada grupo foi no mínimo 6 animais. 

• G18 (18º dia gestacional) 

• G19 (19º dia gestacional) 

• G20 (20º dia gestacional) 

• G21 (21º dia gestacional) 

• P0 (dia do nascimento) 

• P1 (1º dia pós nascimento) 

A região alvo da cartilagem de Meckel para ser avaliada foi determinada, a 

partir da divisão de sua totalidade. Assim, foi estabelecido a altura do germe do 

primeiro molar inferior como determinante para o trecho da região intermediária da 

cartilagem a ser investigada. 

Figura 4.1 - Representação da área objeto de estudo. Cartilagem de Meckel (amarelo); Germes do 
incisivo e molares (verde); Mandibula (cinza) 

                         

 

Fonte: Svandova et al. (2020) 

 

 

4.2 OBTENÇÃO DOS ESPÉCIMES 

 

 

Os animais foram agrupados em uma mesma gaiola na proporção de 2:1 de 

fêmeas e machos no fim da tarde (16h-17h). Na manhã seguinte, entre 8h e 9h, foi 
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realizado o esfregaço nas fêmeas para verificação, sob microscopia de luz, da 

presença ou ausência de espermatozoides, comprovando e fornecendo segurança 

para a contagem dos dias de gestação.  

O esfregaço foi realizado, segundo protocolo e coloração (Shorr, 1940), as 

fêmeas foram colocadas em posição dorsal para que fosse introduzido um swab 

convencional na vagina das ratas e realizando movimentos leves e circulares foram 

capturadas camadas da mucosa vaginal do animal. Por meio do atrito do swab com a 

lâmina de vidro, a secreção coletada foi inserida e posteriormente fixada para 

coloração. 

 

Figura 4.2 - Esquema da técnica do esfregaço. Cotonete é inserido  na vagina do animal para 
coleta e coloração 

 

Fonte: A autora. 

 

 

A análise do esfregaço foi feita por microscopia de luz e observado se havia 

a presença das células reprodutoras masculinas, conhecidas como espermatozoides. 

A presença dessas células foi o fator determinante para conclusão de que haveria 

fecundação. Quando determinado o esfregaço como positivo, iniciava-se a contagem 

dos dias de gestação, sendo o D-1 correspondente a esse dia.  
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Figura 4.3 - Espermatozóides visualizados no esfregaço vaginal sob microscopia de luz 

 

Fonte: A autora. 

 

 

Para os grupos gestacionais intrauterinos, de acordo com os seus dias 

correspondentes, foi realizado a cirurgia para remoção dos fetos. Nos dias 

estabelecidos (18d, 19d, 20d, 21d), as ratas gestantes foram anestesiadas por via 

intramuscular pela associação de 1,5 ml/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan) com 

1,5 ml/Kg de cloridrato de ketamina (Dopalen). Foi realizado a tricotomia da área 

correspondente a região de abdômen, seguido da divulsão dos tecidos e incisão na 

região inferior abdominal para obter acesso ao cordão uterino em que estão 

localizados os embriões. Após a remoção dos fetos, as ratas foram eutanasiadas por 

sobredosagem anestésica. 

Uma vez, os embriões expostos, foi realizada a decapitação das cabeças, 

sendo submersas em um beaker contendo solução fixadora no volume de 40ml. A 

solução fixadora foi composta de formaldeído a 4% (preparado a partir do 

paraformaldeído) + glutaraldeído a 0,1% em tampão fosfato 0,1M e pH entre 7,2 - 7,4. 

Nos grupos neonatais, os filhotes tiveram suas cabeças decapitadas e imediatamente 

imersas no fixador.  
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O beaker com os espécimes em solução fixadora foi colocado em um 

recipiente, estando rodeado por gelo picado para inserção em um forno microondas 

Pelco 3440 (Ted Pella, Redding, CA, USA) que operou em potência de 100% em três 

ciclos de 5 minutos cada e com temperatura máxima de 37º (Massa; Arana-Chavez, 

2000). Após o término dos ciclos no microondas, os espécimes foram transferidos 

para um agitador em temperatura ambiente por 4 horas e deixados overnight a 4ºC. 

 

 

4.3 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO E MICROSCOPIA DE LUZ 

 

 

Após fixação dos espécimes, foram realizadas lavagens em 6 ciclos de 10 

minutos cada com tampão fosfato 0,05M pH 7,2 para serem imersos em solução de 

EDTA a 4,13% para descalcificação. O período de permanência na solução variou 

conforme idade dos grupos amostrais. Para os grupos gestacionais, esse tempo 

correspondeu ao intervalo de 2 a 3 dias e para os neonatais 7 a 10 dias. 

O término da descalcificação foi sucedido de uma nova lavagem com tampão 

fosfato 0,05M pH 7,2 por aproximadamente 1 hora e entre esses dois procedimentos, 

os espécimes sofreram clivagem com cortes realizados a fim de selecionar a região 

restrita a área de altura do primeiro molar inferior. 

O material foi desidratado passando por uma sequência crescente de etanol, 

diafanizados em xilol e incluídos em Paraplast (Sigma, St Louis, USA) através do 

sistema LEICA EG 1160. Após inclusão, as amostras foram emblocadas e submetidas 

à microtomia. 

Os cortes foram feitos com navalhas em micrótomo Microm HM 360 na 

medida de 4,5 μm e posicionados em lâminas lapidadas para microscopia. 

Posteriormente, foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e tricromico de Mallory. 

Então, as lâminas foram montadas com lamínulas, utilizando Entellan para serem 

realizadas as análises histológicas e morfológicas da cartilagem de Meckel. 

As imagens histológicas foram obtidas por meio de um microscópio Olympus 

BX-60 acoplado ao sistema de captura e análise de imagens Cell F (Olympus, Tokyo, 

Japan). 
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4.4 HISTOQUÍMICA TRAP 

 

 

Os cortes foram submetidos à histoquímica TRAP para identificação da 

presença de células clásticas. Esses cortes foram encaminhados para estufa por 1 

hora para serem desparafinizados, passaram por submersão em xilol e hidratados 

com água destilada por 5 minutos cada. Foram incubados no meio de Burstone que é 

preparado por meio da dissolução de 4 mg de “naphtol AS-BI phosphate substrate” 

em 0,25 ml de N,N-dimetil-formamida com adição de 25 mL de tampão de acetato 

0,2M pH 5,0, 35 mg de Fast Red Violet LB ou Fast Garner GBC e 2 gotas de MgCl a 

10%. Na sequência, foram colocados em uma jarra Coplin, 25 mL de solução para ser 

filtrada, aquecida a 37ºC e ser adicionado com D (-) ácido tartárico 50 mM. 

As lâminas foram incubadas por um período de 3 horas, lavadas em água 

corrente por 30 minutos e encaminhadas para secagem em temperatura ambiente por 

2 dias. Então, as lâminas foram contra coradas com solução de hematoxilina de Harris 

a 3% por 10 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em água corrente por 2 

minutos, desidratados em concentrações crescentes de etanol, passando por 

etanol/xilol e diafanização em xilol.  

A montagem das lâminas foi feita com lamínula sob o uso de Entellan para 

serem observadas em microscópio de luz Olympus BX-60. 

 

 

4.5 IMUNOHISTOQUÍMICA PARA OSTEOPONTINA (OPN) 

 

 

Lâminas dos grupos G21 e P0 foram destinadas à imunomarcação para OPN. 

Cortes de 4,5 μm foram previamente coletados sobre lâminas de vidro silanizadas 

(Perfecta, São Paulo, Brasil), desparafinizados em estufa na temperatura de 60ºC por 

15 minutos, imersos em xilol por 15 minutos também em temperatura de 60ºC e 

banhados novamente por xilol em temperatura ambiente por 15 minutos. Os cortes 

foram imersos em etanol/xilol, hidratados em soluções de concentrações 

decrescentes de etanol, três imersões em álcool absoluto, uma em 95%, 90% e 80% 

de 3 minutos cada.  
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A solução combinada de álcool absoluto e hidróxido de sódio a 10% por 5 

minutos deu sequência no protocolo para a remoção de componente do fixador, 

seguido de um banho em água destilada durante 5 minutos. Para o bloqueio da 

peroxidase, foi realizado dois banhos de 15 minutos em solução de peróxido de 

hidrogênio a 30% com metanol na proporção de 1:1. Os cortes passaram por duas 

lavagens em água destilada e em seguida imersos em dois banhos de solução Tris 

pH 7,4 por 2 minutos cada. 

A incubação dos cortes foi realizada com o anticorpo primário anti-OPN 

monoclonal de rato (sc – 21742, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) na 

concentração de 1:1000 e duração de 3 horas. Após o período de incubação, os cortes 

foram imersos em solução Tris com dois banhos sequenciais de 5 minutos cada. 

Posteriormente, os cortes foram incubados com o anticorpo secundário do sistema 

HRP (Dako EnVision + Dual Link System – HRP, Dako North America, CA, USA) por 

30 minutos em ambiente escuro e câmara úmida. Então, os cortes passaram por dois 

banhos de solução Tris por 5 minutos cada. 

Para revelação, foi realizado incubação com o cromógeno diaminobenzidina 

0,025% (DAB, 3,3-diaminobenzidina, Dako, Carpinteria, CA, USA) por 10 minutos, de 

acordo com as orientações do fabricante. Foram realizados dois banhos em solução 

Tris de 5 minutos cada. Os cortes foram contra corados com hematoxilina de Mayer 

previamente filtrada por 5 minutos.  

Os cortes passaram por lavagem em água corrente por 5 minutos, foram 

desidratados em passagens por soluções de etanol de 70%, 75% e 80%. Seguindo 

para concentrações crescentes de etanol de 85%, 90%, 95%, e 100% por 3 minutos 

em cada imersão, finalizando com diafanização em xilol por 3 minutos. Por fim, as 

lâminas foram montadas em Entellan (EMS, Hatfield, PA, USA) e examinadas em 

microscópio de luz Olympus BX-60. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 G18 – 18 DIAS INTRAUTERINO 

 

 

Os espécimes do grupo de 18 dias gestacional apresentaram a cartilagem de 

Meckel localizada abaixo do germe do 1º molar inferior em fase de capuz, lateralmente 

à língua e, em seu entorno, com vários pontos de ossificação intramembranosa 

referentes ao corpo da mandíbula em formação (Figura 5.1 a). A cartilagem de Meckel 

encontrou-se com aspecto típico de cartilagem hialina com condrócitos regulares 

imersos em uma matriz extracelular característica em um arranjo arredondado e bem 

delimitada por um pericôndrio uniforme (Figura 5.1 b). A coloração da matriz 

cartilaginosa foi clara, portanto diferente da característica acidófila da matriz óssea. 

O trabeculado ósseo correspondente a formação da mandíbula encontrou-se 

espaçado ao redor da cartilagem com células ósseas ativas, como osteoblastos e 

osteoclastos. Entre tabiques ósseos e a cartilagem esteve presente uma região de 

ectomesênquima (Figura 5.1 c). A partir da coloração de Mallory, foi possível visualizar 

de maneira mais precisa a região ocupada pela cartilagem e pelo trabeculado ósseo, 

cuja matriz que contém abundante colágeno do tipo I foi corada intensamente em azul 

(Figura 5.1 d).  
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Figura 5.1 - G18 (18 dias intrauterino). a: vista panorâmica de hemimandíbula, mostrando germe 
dentário em fase de capuz (GD), língua (L), regiões de ossificação (O) e cartilagem de 
Meckel (CM); b: cartilagem de Meckel com aspecto típico de cartilagem hialina; c: osso 
recém formado ao redor da cartilagem com presença de células clásticas (setas); d: 
região de trabeculado ósseo no entorno da cartilagem intensamente corada em azul pelo 
tricrômico de Mallory. Aumentos originais: a: 40x; b: 200x; c: 400x; d: 200x 

 

Fonte: A autora. 
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5.2 G19 - 19 DIAS INTRAUTERINO 

 

 

A cartilagem de Meckel, neste período, encontrou-se semelhante ao grupo 

anterior de 18 dias. Nesta fase, a ossificação da mandíbula também esteve mais 

adiantada, sendo possível observar o germe dentário em fase de capuz avançado, 

localizado superiormente a cartilagem (Figura 5.2 a, b). A morfologia da cartilagem foi 

similar ao grupo gestacional de 18 dias com condrócitos uniformes e envolvidos por 

uma matriz de cartilagem hialina (Figura 5.2 b). 

A proximidade do osso em formação com a cartilagem não apresentou 

diferenças em relação ao grupo de 18 dias (Figura 5.1 b, c; Figura 5.2 b, c), enquanto 

esta permanecia com o mesmo aspecto em relação à integridade de sua estrutura e 

matriz extracelular. 

As células clásticas localizaram-se nas superfícies de trabeculado ósseo em 

formação, dispostas ao redor da cartilagem; sua presença restringiu-se às regiões de 

osso, sem relação com a cartilagem de Meckel (Figura 5.2 d).  
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Figura 5.2 - G19 (19 dias intrauterino). a: vista panorâmica de hemimandíbula, mostrando germe 
dentário em fase de capuz (GD), língua (L), trabeculado ósseo (O) e cartilagem de Meckel 
(CM); b: cartilagem de Meckel mostrando o aspecto normal de uma cartilagem hialina; c: 
matriz do trabeculado ósseo no entorno da cartilagem intensamente corada em azul pelo 
tricrômico de Mallory; d: células clásticas TRAP-positivas nas superfícies ósseas (setas). 
Aumentos originais: a: 100x; b: 200x; c: 200x; d: 200x 

 

Fonte: A autora. 

 

 

  



51 
 

5.3 G20 - 20 DIAS INTRAUTERINO 

 

 

Neste período gestacional, o germe dentário do 1º molar esteve na fase de 

câmpanula. A cartilagem de Meckel foi localizada em região lingual, próxima à 

correspondente tábua óssea em formação (Figura 5.3 a, b) e apresentou sinais de 

discreta redução de tamanho (Figura 5.3 b). 

A morfologia da cartilagem apresentou padrão semelhante às outras 

cartilagens hialinas, em relação à sua matriz extracelular e à integridade do 

pericôndrio (Figura 5.3 b). Entretanto, os condrócitos centrais apresentaram sinais 

iniciais de hipertrofia celular, diferenciando-se do aspecto visto nos grupos anteriores 

(Figura 5.3 d). 

A existência da aproximação entre o trabeculado ósseo e a cartilagem de 

Meckel começou a ser visualizada, tendo em vista o aprofundamento do aspecto 

encapsulado da cartilagem pelo osso (Figura 5.3 b, c). A presença dos osteoclastos 

acompanhou a dispersão e avanço dos tabiques ósseos, estando localizados nas 

superfícies ósseas (Figura 5.3 d). 
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Figura 5.3 - G20 (20 dias intrauterino). a: hemimandíbula visualizando germe dentário em fase de 
campânula (GD), língua (L), osso (O) e cartilagem de Meckel (CM); b: cartilagem de 
Meckel com aspecto normal de cartilagem hialina; c: matriz do trabeculado ósseo corada 
intensamente pelo tricrômico de Mallory e leve coloração no pericôndrio da cartilagem 
(cabeça de seta); d: células clásticas TRAP-positivas nas superfícies ósseas (setas); 
Aumentos originais: a: 100x; b: 200x; c: 200x; d: 200x 

 

Fonte: A autora. 
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5.4 G21 - 21 DIAS INTRAUTERINO 

 

 

O aspecto da cartilagem de Meckel revelou a mudança de coloração da sua 

matriz extracelular, além da redução de tamanho mais significativa em comparação 

aos períodos anteriores (Figura 5.4 a). A região superficial da cartilagem apresentou  

coloração de matriz diferente da região central, assim como com uma marcação forte 

e evidente para o tricrômico de Mallory, sugestivo de composição por colágeno tipo I 

nessa região (Figura 5.4 a, b). 

Os condrócitos apresentaram maior hipertrofia, caracterizada pelo 

alargamento evidente de seus corpos celulares, bem como maior espaçamento entre 

eles dentro da matriz extracelular (Figura 5.4 a, c). A região central da cartilagem de 

Meckel manteve a coloração característica de cartilagem hialina, mais basófila, em 

detrimento da região periférica, mais acidófila (Figura 5.4 a). 

A proximidade do osso com a cartilagem foi evidente nesta fase, de modo que 

houve contato entre as estruturas (Figura 5.4 b). As células clásticas agora foram 

observadas na superfície da cartilagem (Figura 5.4 c). 

A imunomarcação por osteopontina foi forte e evidente nas regiões de matriz 

óssea no entorno da cartilagem de Meckel. Na região superficial da cartilagem de 

Meckel houve marcação discreta e sútil dessa proteína (Figura 5.4 d). Quando 

analisadas as cartilagens nasais dos mesmos cortes, para comparação, estas não 

apresentaram marcação para osteopontina, diferentemente do trabeculado ósseo 

adjacente (Figura 5.5). 
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Figura 5.4 - G21 (21 dias intrauterino). a: cartilagem de Meckel com alteração de coloração na matriz 
extracelular da superfície (cabeça de seta); b: matriz do trabeculado ósseo corada 
intensamente pelo tricrômico de Mallory e coloração mais forte no pericôndrio da 
cartilagem (cabeça de seta); c: células clásticas TRAP-positivas na superfície da 
cartilagem de Meckel (setas), melhor observadas no detalhe em maior aumento.d: 
imunomarcação intensa para osteopontina (OPN), em marrom, na matriz do trabeculado 
ósseo e marcação sútil na superfície (cabeça de seta) da cartilagem de Meckel; Aumentos 
originais: a: 200x; b: 200x; c: 400x; d: 200x 

 

Fonte: A autora. 

 

 

  



55 
 

Figura 5.5 -  Imunomarcação positiva para osteopontina (OPN), em marrom, apenas na região de 
trabeculado ósseo que circunda as cartilagens nasais (asteriscos). Observar que as 
cartilagens, inclusive seu pericôndrio, aparecem livres de imunomarcação 

 

Fonte: A autora. 
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5.5  P0 - DIA DO NASCIMENTO 

 

 

Neste período do desenvolvimento, a área de entorno da cartilagem de Meckel 

apresentou formação óssea abrangente com tabiques ósseos mais desenvolvidos e 

dispersos por toda a área de futura mandíbula. O germe dentário do 1º molar estava 

em fase de coroa com desenvolvimento dos tecidos dentários esmalte e dentina 

(Figura 5.6 a). A cartilagem de Meckel apresentou tamanho bastante reduzido em 

relação aos grupos anteriores. A alteração de cor das margens da cartilagem 

permanece em evidência (Figura 5.6 b) Os condrócitos remanescentes da cartilagem 

de Meckel apresentaram severa hipertrofia celular (Figura 5.6 b). 

A superfície da cartilagem apresentou irregularidades e traços de 

descontinuidade. Além disso, foram evidentes células clásticas TRAP-positivas nessa 

superfície irregular da cartilagem (Figura 5.6 b). Não há mais limites entre o 

remanescente da cartilagem e o tecido mesenquimal adjacente (Figura 5.6 b, c). 

A proteína osteopontina marcou positivamente o resquício da cartilagem de 

Meckel, com um padrão difuso por toda a região de matriz do remanescente 

cartilaginoso, além de estar presente no trabeculado ósseo dos arredores (Figura 5.6 

d). 
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Figura 5.6 - P0 (dia do nascimento). a: hemimandíbula visualizando germe dentário em fase de coroa 
(GD), língua (L), osso (O) e cartilagem de Meckel (CM);   b: cartilagem de Meckel com 
superfície (cabeça de seta) irregular e alteração de coloração; c: células clásticas TRAP-
positivas na superfície da cartilagem de Meckel (setas) d: imunomarcação positiva para 
osteopontina (OPN), em marrom, na matriz extracelular do remanescente da CM (seta fina) 
e no trabeculado ósseo circundante; Aumentos originais: a: 40x; b: 200x; c: 400x; d: 400x 

 

Fonte: A autora. 
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5.6 P1 – UM DIA APÓS O NASCIMENTO 

 

 

O desenvolvimento do trabeculado ósseo da mandíbula esteve bem 

avançado. O germe dentário esteve em amplo desenvolvimento da fase de coroa e 

tecido muscular estava em anexo à mandíbula nessa idade pós-natal do rato (Figura 

5.7 a). 

Nessa fase, foi notório o fim da degeneração da cartilagem de Meckel. Apenas 

em alguns espécimes foi possível a identificação de um pequeno aglomerado de 

condrócitos em meio a uma matriz com aparência desorganizada. A coloração dessas 

pequenas áreas apresentou um tom rosa claro (Figura 5.7 b), semelhante àquele visto 

nas margens da cartilagem dos grupos de 21 dias gestacional e dia do nascimento 

(Figura 5.4 a; Figura 5.6 b). 

 

 

Figura 5.7 - P1 (um dia após o nascimento). a: hemimandíbula visualizando germe dentário em fase de 
coroa (GD), língua (L), osso (O), músculo (M) e cartilagem de Meckel (CM); b: 
remanescente da cartilagem de Meckel em espécime corado pela hematoxilina e eosina 
em meio ao trabeculado ósseo (setas) da mandíbula. Aumentos originais: a: 40x; b: 400x 

 

Fonte: A autora. 

  



59 
 

6 DISCUSSÃO 

 

 

Os achados deste estudo morfológico da formação da mandíbula do rato 

durante períodos gestacionais e neonatais mostraram a gradativa mudança estrutural 

da porção intermediária da cartilagem de Meckel até sua degeneração final. A 

marcação positiva para a proteína osteopontina e a presença de células clásticas nos 

períodos de degeneração sugerem a possibilidade de existência de matriz óssea na 

superfície da cartilagem, em estágios terminais. 

Está bem estabelecida a contribuição tanto da extremidade anterior da 

cartilagem de Meckel para a formação da sínfise mandibular, como para a formação 

dos ossículos do ouvido médio (martelo e bigorna) oriundos da sua porção mais 

caudal; além disso, o aparecimento dos ligamentos anterior do martelo e ligamento 

esfenomandibular são provenientes do segmento posterior da região intermediária da 

cartilagem de Meckel, nos limites com a porção caudal (Rodríguez-Vázquez et al., 

1997; Ishizeki et al., 1999; Amin; Tucker 2006; Svandova et al., 2020) . Em 

contrapartida, os eventos que levam ao desaparecimento da porção intermediária da 

cartilagem de Meckel seguem imprecisos. 

Diferentemente de outros anteriormente realizados, este estudo buscou a 

análise de uma região específica e bem delimitada da porção intermediária da 

cartilagem de Meckel, aquela subjacente ao germe do primeiro molar do rato, assim 

como a avaliação por diferentes períodos de desenvolvimento, até seu 

desaparecimento. Nesse sentido, o estudo da cartilagem permitiu a percepção de 

alterações que remetem à ossificação desta estrutura cartilaginosa; entretanto, não 

há a reprodução fiel dos eventos da ossificação endocondral, processo responsável 

por originar, na mandíbula, as regiões da sínfise e do côndilo. 

A ossificação endocondral tem como fator determinante a hipertrofia dos 

condrócitos, seguido da liberação de colágeno tipo X e fatores angiogênicos (VEGF) 

que estimulam, enquanto a matriz cartilaginosa mineraliza, o surgimento de vasos e 

consequentemente uma nova formação óssea que irá gradativamente substituir o 

molde cartilaginoso, nessa fase, já calcificado. Esse processo ocorre em sentido 

centrífugo, de modo que as primeiras alterações ocorrem na região central da  
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cartilagem em direção ao pericôndrio (Arana-Chavez; Bradaschia, 2012; Galea et al., 

2021). Dessa maneira, há a formação de um centro de ossificação primária neste 

ponto central da cartilagem (Chan et al., 2021). Na cartilagem de Meckel, foi possível 

observar que alterações ocorrem em outro sentido, havendo modificação na matriz 

extracelular localizada na superfície da cartilagem, bem como redução de seu 

tamanho por possível reabsorção osteoclástica nessa área, talvez em associação com 

a degradação de componentes da matriz da cartilagem hialina. 

A formação do colar ósseo na superfície da cartilagem a ser substituída na 

ossificação endocondral caracteriza uma importante etapa desse processo. As células 

do pericôndrio se diferenciam em osteoblastos que passam a secretar matriz óssea 

para formar esse colar (Long; Ornitz 2013), evento denominado ossificação 

pericondral (Riminucci et al., 1998). Os presentes achados referentes à cartilagem de 

Meckel, não trazem sinais relacionados à ocorrência deste evento, diferenciando-se 

do padrão da ossificação endocondral. 

O método de marcação por reação histoquímica para a enzima TRAP utilizado 

neste trabalho, mostrou a presença de células multinucleadas em regiões de 

trabeculado ósseo e possibilitou a visualização da proximidade dessas células com a 

cartilagem de Meckel e, em fases avançadas, aderidas à sua superfície, sugerindo a 

participação ativa na degradação desta porção; entretanto, não é possível realizar 

associações com o germe dentário do primeiro molar em desenvolvimento, como a 

encontrada no estudo realizado por Sakakura et al. (2005) que detectou intensa e 

difusa expressão do sistema RANK-L/OPG na porção anterior da região intermediária 

da cartilagem de Meckel, na altura e em proximidade com o desenvolvimento do 

incisivo. 

A localização das células clásticas na superfície da cartilagem de Meckel no 

período referente a sua degeneração, evidencia uma divergência do padrão 

encontrado na ossificação endocondral. Mostrando que a ação reabsortiva está 

restrita às margens da cartilagem, resultando em uma gradativa e significativa redução 

do tamanho da estrutura por meio do avanço desse processo de reabsorção. Em 

contrapartida, durante a ossificação endocondral os clastos reabsorvem matriz 

calcificada localizada no interior do molde cartilaginoso, adotando o sentido inverso 

do que foi observado neste estudo. 
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Os osteoclastos exercem papéis chaves em três processos fundamentais da 

biologia óssea: osteogênese, modelação óssea durante o crescimento e remodelação 

óssea na fase adulta (Ikeda; Takeshita, 2015). Assim, a presença de osteoclastos está 

associada ao processo de reabsorção de tecidos mineralizados. São células 

especializadas em função reabsortiva, fixam-se em superfícies mineralizadas e 

bombeiam íons e enzimas hidrolíticas para dissolução do tecido por meio da ativação 

de sua maquinaria interna. Além da habilidade em reabsorção, contribuem com a 

formação óssea através da comunicação com osteoblastos, estimulando o 

recrutamento dessas células por meio da secreção de fatores, conhecidos como 

clastoquinas (Teti, 2013; Sims; Martin, 2014; Plotkin; Bruzzaniti, 2019).  

A reabsorção de diferentes estruturas que contém níveis variados de teor de 

mineral é exercida de maneira adaptativa pelos osteoclastos. Sendo essas células 

capazes de reabsorver substratos diferentes por meio de seu amplo potencial 

funcional, já que vários mecanismos celulares estão envolvidos em sua função 

reabsortiva. Estruturas mineralizadas como cartilagem hipertrófica, cartilagem 

articular e junção osteocondral podem ser reabsorvidas independentemente da 

modificação do meio por acidificação (Touaitahuata et al., 2014; Löfvall et al., 2018). 

A mudança do aspecto de coloração da cartilagem de Meckel pela técnica de 

Mallory foi observada durante as fases terminais. Nesse momento, a superfície da 

cartilagem passou a corar-se mais intensamente em azul, sugerindo a presença de 

colágeno tipo I nessa região. Uma vez que, o colágeno tipo I é um dos principais 

componentes de matrizes mineralizadas como a óssea, esse achado é complementar 

à marcação da proteína osteopontina nesse período de degeneração da cartilagem 

de Meckel. 

Neste estudo, a imunodeteccão de osteopontina mostrou sua expressão nas 

fases de degeneração da cartilagem de Meckel. No grupo de 21 dias intrauterino, a 

marcação limitou-se à área de superfície da cartilagem, enquanto que no grupo 

referente ao dia do nascimento houve expansão dessa marcação para a região 

central. Essas observações sugerem o avanço da mineralização por toda a extensão 

do remanescente cartilaginoso. É possível que a mineralização ocorra 

simultaneamente e seja responsável pelo processo que culmine com o 

desaparecimento desta porção da cartilagem de Meckel. 
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O papel da osteopontina na construção de matrizes mineralizadas, a 

existência de colágeno tipo I como constituinte dessas matrizes e, principalmente, a 

presença de células clásticas que necessitam de um substrato mineralizado para 

executarem sua função reabsortiva são fatores que viabilizam a ideia de que ocorra 

mineralização da porção intermediária da cartilagem de Meckel, porém, não 

mineralização de uma matriz cartilaginosa, mas de uma matriz de natureza óssea. 

A expansão da marcação de osteopontina encontrada no grupo 

correspondente ao dia do nascimento para o interior da região de matriz entre os 

condrócitos remanescentes sugere que essas células possam participar da secreção 

de um novo tipo de matriz, especificamente óssea, expondo uma possível mudança 

fenotípica dos condrócitos finais. 

A possibilidade de que os condrócitos hipertróficos da cartilagem de Meckel 

apresentem comportamento osteogênico em determinado momento do 

desenvolvimento, especialmente quando ocorre o processo de degeneração da 

cartilagem, pode contribuir e estar relacionada com o desaparecimento da cartilagem 

de Meckel. 

A orientação do processo de mineralização que possivelmente leva à extinção 

da porção intermediária da cartilagem de Meckel pode ser atribuída à mudança 

fenotípica dos condrócitos da cartilagem. Por meio das observações deste trabalho, 

sugere-se que condrócitos das regiões superficiais possam se diferenciar em células 

semelhantes a osteoblastos e passem a secretar material típico de matriz óssea. O 

desenvolvimento do processo de diferenciação provavelmente ocorre em sentido 

centrípeto, havendo uma transdiferenciação sequenciada de condrócitos, de acordo 

com a posição dessas células dentro da cartilagem, aquelas expostas à superfície 

seriam mais suscetíveis a sofrer transdiferenciação. 

A transdiferenciação de condrócitos hipertróficos em osteoblastos tem sido 

apontada por alguns estudos como uma possibilidade para a formação óssea durante 

a ossificação endocondral e para o reparo de fraturas. O aparecimento de proteínas 

ósseas características, como osteopontina, osteonectina e BMP 2 foi identificado 

através de experimentos com transplante de condrócitos da cartilagem de Meckel para 

baços de ratos isogênicos, bem como a formação de matriz mineralizada e surgimento 

de colágeno tipo I (Ishizeki et al., 2009; Ishizeki, 2012; Wang et al., 2013). Por meio 
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do estudo de mapeamento de linhagens, a identificação dessa possibilidade ocorreu 

por meio da determinação da expressão de marcadores ósseos e de diferenciação de 

osteoblastos, como colágeno tipo I e osterix (OSX) (Yang et al., 2014a, 2014b; Zhou 

et al., 2014; Aghajanian; Mohan 2018). Essas evidências direcionam para uma nova 

compreensão em que os condrócitos hipertróficos podem sobreviver e se tornar 

osteoblastos, contribuindo para a formação de matriz óssea. 

A soma dos achados deste trabalho sugere que o desaparecimento da porção 

intermediária da cartilagem de Meckel possa estar relacionado com a ossificação do 

corpo da mandíbula. O provável resultado da mineralização deste segmento da 

cartilagem de Meckel é o seu completo desaparecimento. O processo de ossificação 

relacionado a ocorrência desse evento aparenta ter características particulares que o 

diferenciam dos outros já bem estabelecidos, a ossificação endocondral e 

intramembranosa e até da ossificação pericondral. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados deste estudo da porção intermediária da cartilagem de Meckel 

permitem concluir que: 

A matriz cartilaginosa da superfície é substituída por uma matriz mineralizada 

de natureza óssea, contendo fibras colágenas tipo I e osteopontina durante os 

períodos de degeneração da cartilagem de Meckel. A presença dessa proteína avança 

da superfície para o interior, entre os remanescentes dos condrócitos, sugerindo a 

expansão de matriz óssea por todo o remanescente da cartilagem. A presença de 

células clásticas na superfície da cartilagem de Meckel durante as fases terminais de 

degeneração evidenciam a existência de matriz mineralizada na região, contribuindo 

para o desaparecimento dessa estrutura.  
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