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AVALIAÇÃO DA REVASCULARIZAÇÃO DE FRAGMENTOS ÓSSEOS BOVINOS 
AUTOCLAVADOS E IMPLANTADOS COM E SEM A PRESENÇA DO OMENTO 
EM SÍTIOS INTRACORPÓREOS DE COELHOS (Oryctolagus cuniculus) COMO 
MODELO DE BIORREATOR IN-VIVO 

 
RESUMO - As falhas ósseas, principalmente as críticas, representam entidade à 
parte. Para que se possa gerar reconstituição de falhas ósseas críticas é necessário 
o auxílio de métodos de enxertia que promovam osteoindução e osteocondução. É 
frequente a busca de substitutos ósseos de forma a aprimorar técnicas já existentes 
que promovam osteogênese visando o rápido restabelecimento de suas funções. O 
enxerto autógeno isolado pode ser insuficiente nas falhas ósseas críticas apesar de 
ser a melhor opção, causa maior morbidade na recuperação do paciente. O omento 
tem sido frequentemente estudado na cirurgia devido suas diversas propriedades 
vasculares vantajosas em locais pouco vascularizados, melhorando a cicatrização e 
controle de infecção. Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade 
angiogênica e osteoindutora de fragmentos ósseos xenógenos autoclavados 
implantados, com ou sem a presença de omento no espaço subcutâneo (S1), 
espaço subcutâneo juntamente com o omento (S2) e região intraóssea (S3) em 
coelhos. 

Utilizou-se 30 animais em um único grupo onde cada animal recebeu os 
fragmentos ósseos em três sítios corpóreos diferentes (S1, S2 e S3) e foram 
avaliados por métodos histológicos sua atividade angiogênica e osteogênica. Diante 
dos resultados obtidos foi possível observar que, o material implantado foi rejeitado 
devido à reação de corpo estranho ter sido intensa e persistente por todos os 
tempos (7, 15, 30, 45, 60 dias) de avaliação em todos os locais de implantação. Não 
houve osteogênese em nenhum dos locais de implantação. Foi possível comparar a 
angiogênese entre locais de implantação avaliando a infiltração vascular no interior 
dos fragmentos ósseos, onde S2 apresentou melhores resultados, com início de 
infiltração vascular aos 7 dias, enquanto que os demais grupos se iniciaram aos 30 
dias. Conclui-se com este estudo que diante desta metodologia de preparo de 
implante ósseo xenógeno, provavelmente não houve remoção completa da 
antigenicidade, nem mesmo a preservação das BMPs, mas foi possível afirmar que 
o contato com o omento foi capaz de aumentar a angiogênese nos fragmentos 
implantados em comparação com os demais locais. 
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EVALUATION OF REVASCULARIZATION OF AUTOCLAVED BOVINE BONE 

FRAGMENTS AND IMPLANTED WITH AND WITHOUT THE PRESENCE OF THE 

OMMENT IN INTRACORPHORUS SITES OF RABBITS (Oryctolagus cuniculus) 

AS A BIORREATOR IN-VIVO MODEL 

 
ABSTRACT - Bone failures, especially criticism, represent a separate entity. In order 
to generate reconstitution of critical bone defects it is necessary to use grafting 
methods that promote osteoinduction and osteoconduction. The search for bone 
substitutes is frequent in order to improve existing grafting techniques for the rapid 
restoration of their functions. The isolated autogenous graft may be insufficient in the 
critical bone faults although it is the best option, it causes greater morbidity in the 
recovery of the patient. The omentum has frequently been studied in the surgery due 
to its several advantageous vascular properties in places little vascularized, 
improving the cicatrization and control of infection. The purpose of this study was to 
evaluate the angiogenic and osteoinductive capacity of implanted autogenous 
xenogene bone fragments, with or without the presence of omentum in the 
subcutaneous space (S1), subcutaneous space together with the omentum (S2) and 
intraosseous region (S3). 

Thirty animals were used in a single group where each animal received the 
bone fragments at three different body sites (S1, S2 and S3) and their angiogenic 
and osteogenic activity were assessed by histological methods. In view of the results 
obtained, it was possible to observe that the implanted material was rejected 
because the foreign body reaction was intense and persistent at all times (7, 15, 30, 
45, 60 days) of evaluation at all implantation sites. There was no osteogenesis at any 
of the implantation sites. It was possible to compare the angiogenesis between 
implantation sites by evaluating the vascular infiltration within the bone fragments, 
where S2 presented better results, with vascular infiltration beginning at 7 days, while 
the other groups started at 30 days. It was concluded from this study that in view of 
this xenogen graft preparation methodology, there was probably no complete 
removal of the antigenicity, not even the preservation of the BMPs, but it was 
possible to affirm that the contact with the omentum was able to increase the 
angiogenesis in the fragments in comparison with the other sites. 

Key words: Graft, omentum, xenogen 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A recuperação da função de um membro locomotor traumatizado representa 

desafio para o profissional, devido às particularidades de cada tipo de fratura, e o 

sucesso terapêutico será alcançado somente quando todas as dificuldades forem 

superadas. As falhas ósseas, principalmente as críticas, decorrentes de fratura 

cominutiva, não uniões, cisto ósseo e da remoção de segmento ósseo portador de 

neoplasia, representam entidade à parte, visto que as técnicas de tratamento 

cirúrgico convencionais para preservação do membro são trabalhosas, difíceis de 

serem realizadas e, por diversas vezes, insatisfatórias, culminando em amputação 

para melhoria da qualidade de vida do paciente.   

Não obstante, alguns pacientes apresentam mais de um membro 

comprometido, dificultando sobremaneira o tratamento. Nestes casos, a amputação 

fica em tese descartada para ambos os apêndices locomotores. A exigência dos 

proprietários de animais de companhia também é relevante, pois buscam 

alternativas para preservação do membro nesses casos, e fazem-se necessárias 

alternativas que possibilitem a reconstrução tecidual, evitando a amputação. 

Ademais, tanto em casos isolados como de múltiplos membros comprometidos, é 

fundamental que haja celeridade no tratamento, eficiência na consolidação das 

fraturas e na resolução da osteomielite, que corriqueiramente está associada, e para 

tal, contar com quantidade considerável de tecido ósseo viável com capacidade 

osteoindutora é conditio sine qua non.  

A engenharia de tecido ósseo é a utilização de material tridimensional que 

induz a formação de tecido ósseo ou age como carreador das células ósseas. 

Biomateriais modernos não devem somente preencher espaço e sim provocar 

resposta biológica específica. 

A busca incessante por um material que possa ser utilizado como substituto 

ósseo é tema frequente em publicações científicas na área de reconstrução óssea. 

Relativamente à Ortopedia Veterinária, esta necessidade se torna ainda maior, pela 

dificuldade de se promover repouso adequado aos pacientes e, dessa forma, 

impedir sobrecarga precoce ao osso fraturado, mesmo após a osteossíntese. A 

associação entre implantes e enxertos é muito relatada na literatura, devido à 
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inexistência de material ideal para preenchimento de falhas ósseas críticas. Nesse 

contexto, a somatória dos efeitos é esperada para obter resultado satisfatório, ou 

seja, boa estabilização (osteossíntese) e quantidade ideal de tecido ósseo viável na 

falha, o que promoveria rápida deambulação e consolidação, minimizando as 

chances de quebra dos implantes. 

O omento é uma reflexão peritoneal larga, ampla, que apesar das numerosas 

aplicações cirúrgicas, como retalhos, ainda continua sendo em grande parte 

desconhecido e certamente subestimado frente às diversas propriedades requeridas 

como, por exemplo, neovascularização, ativação de células tronco, carreamento de 

mediadores inflamatórios, dentre outros. Devido a este retalho ser amplamente 

vascularizado, ele é considerado bom leito receptor, sua obtenção é relativamente 

simples e rápida, apresentando pequeno índice de complicações. 

A utilização do osso xenógeno bovino autoclavado se reforça pela facilidade 

de se obter banco de ossos de baixo custo e possibilidade de estoque. No entanto, 

será que o osso autoclavado e a associação com o omento aceleraria a 

neovascularização deste fragmento ósseo? Como será a resposta biológica com a 

presença do omento? Seria possível utilizar sítios intracorpóreos de coelhos como 

biorreatores in vivo? Caso essas respostas sejam afirmativas, há a possibilidade de 

se realizar estudo futuro com a utilização deste conjunto (osso bovino associado ou 

não ao enxerto de omento em diferentes sítios intracorpóreos), no intuito de formar 

tecido ósseo autógeno viável para posterior uso na reconstrução de falhas ósseas 

extensas do próprio paciente? 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Estudos estão sendo realizados em busca de substitutos ósseos 

biocompatíveis de origem biológica e/ou sintética, além de aprimorar as técnicas de 

enxertia já existentes e métodos que promovam a reparação de tecidos vivos 

lesionados, visando o rápido restabelecimento de suas funções mecânicas e 

fisiológicas (GUTIERRES et al., 2006; TURRER; FERREIRA, 2008; RAPOSO DO 

AMARAL et al., 2010; FREITAS et al., 2012). Segundo Salgado, 2002 e Gondim, 

2007, o reparo de uma lesão está determinado a condições como, bom suprimento 
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sanguíneo, estabilidade mecânica, presença de um arcabouço tridimensional e KIM 

et al., 2006 enfatiza que regiões em que a morfologia e dimensão do defeito são 

extensas e críticas ao reparo, o mecanismo regenerativo torna-se limitado.  

Avanço muito importante foi conquistado em 1965 quando Urist publicou seu 

trabalho sobre a teoria da indução óssea, e até hoje se busca por métodos no 

escopo de acelerar, de forma eficiente a indução da formação de novo tecido ósseo 

para utilização em falhas estruturais ósseas. 

O osso é capaz de se regenerar e reconquistar sua estrutura original, sem 

que haja área com tecido cicatricial (REMEDIOS, 1999). Apesar desse potencial, a 

perda de tecido ósseo ainda é importante agravante para o tratamento das uniões 

retardadas, não uniões, fraturas múltiplas, cominutivas, nas ostectomias, artrodeses, 

no preenchimento de cavidades e defeitos ósseos segmentares extensos, 

neoplasias ósseas e osteomielites, consideradas as principais incidências de falhas 

ósseas na rotina da clínica cirúrgica, tanto na medicina veterinária quanto na 

humana. Para que se possa gerar reconstituição de falha óssea é necessário, em 

algumas ocasiões, auxílio de métodos de enxertia que promovam osteoindução e 

osteocondução, gerando muitas vezes, grande desafio para o cirurgião (COOK; 

RUEGER, 1996; REZENDE et al., 1998; ALIEVI et al., 2007).  

Os materiais osteoindutores estimulam as células indiferenciadas do osso 

lesionado a converterem-se fenotipicamente em células osteoprogenitoras 

chamadas osteoblastos, responsáveis pela neoformação óssea. Os materiais 

osteocondutores não têm a capacidade para formar osso ou induzir sua formação, 

limitam-se, a fornecer base biocompatível inerte, que preenche a falha e orienta 

novas células originadas por proliferação da linhagem osteoprogenitora das bordas 

do defeito a promoverem a neoformação de tecido ósseo (COOK; RUEGER, 1996; 

KEATING; MCQUEEN, 2001).  

A osteocondução é um processo tridimensional de crescimento de capilares, 

tecido perivascular e células mesenquimais do leito recipiente para dentro da 

estrutura do enxerto (MARTINEZ; WALKER, 1999; SLOTTE et al., 2003). 

Juntamente, faz-se necessário ambiente favorável e estímulo indutivo, como 

fragmento ósseo ou célula osteogênica para que a reparação óssea seja rápida e 

efetiva (ALEXANDER, 1987). 
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Os biomateriais podem atuar como um arcabouço e, assim, estimular a 

migração e proliferação celular (PIATTELLI et al., 2000). Dentre os métodos de 

“enxertia óssea”, já é sabido que o enxerto ósseo autógeno é considerado o “padrão 

ouro” e, apesar de biologicamente o próprio indivíduo ser a melhor fonte para a 

obtenção desse material, sua coleta muitas vezes pode ser limitada (GOLDBERG; 

STEVENSON, 1987; GUTIERRES et al., 2006; INTINI et al., 2008). A 

biocompatibilidade do enxerto autógeno (doador/receptor) para com o leito receptor 

gera aceleração na regeneração óssea por evitar rejeição, comparativamente aos 

demais tipos (alo e xenoenxertos), possuir matriz celular que estimula a 

osteogênese, osteocondução e a osteoindução, resultando no sucesso da formação 

e fusão ósseas (GUTIERRES et al., 2006; CAUBET et al., 2011). 

Nos casos de falhas ósseas críticas e extensas, essa opção de enxerto 

isolado pode ser muitas vezes insuficiente. Apesar de ser biologicamente a melhor 

opção, a enxertia autóloga gera como inconveniente a necessidade de dois tempos 

cirúrgicos, lesão de tecido normal para obtenção do enxerto, maior tempo 

anestésico, maior dor e morbidade na recuperação do paciente e, não obstante, a 

maior chance de contaminações trans-cirúrgicas (RANZANI et al., 1996; MELO et 

al., 1998; REZENDE et al., 1998; MILLIS; MARTINEZ, 2003; ALIEVI et al., 2007; 

FREITAS et al., 2012). 

Os implantes ósseos alógenos ou xenógenos são excelentes opções devido à 

similaridade com o osso autógeno em termos de estrutura e função (MAUNEY JR et 

al., 2004). Porém, para o uso de enxertos não autógenos é necessário preparo 

prévio como maceração ou liofilização, desproteinização e posteriormente 

esterilização, seja em autoclave, radiação gama ou oxido de etileno, com o objetivo 

de minimizar a imunogenicidade, o risco de transmissão de doenças do doador para 

o receptor, além de facilitar o armazenamento do material (BAUER; MUSCHLER, 

2000; DUARTE; SCHAEFFER, 2000; OLIVEIRA et al., 2003).  

Grande variedade de materiais utilizados na enxertia óssea está disponível 

para utilização de forma isolada ou combinada, segura e previsível, sendo os 

autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e materiais aloplásticos como fosfatos de 

cálcio, partículas de vidro bioativo e hidroxiapatita os mais conhecidos e estudados 

(HANDSCHEL et al., 2009; SOHN et al., 2009).  
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Para o sucesso na aplicação de implantes, enxertos ou biomateriais, dois 

fatores são de suma importância, primeiro a sua biofuncionalidade, que está 

relacionada com a capacidade de desempenhar determinada função do organismo 

ou parte dela, e segundo, sua biocompatibilidade, que será baseada nas reações 

ocorridas no local onde será implantado (PROUBASTA; MUR; PLANELL, 1997; 

SILVA, 2006; CHEN, 2013).  

Após a implantação do biomaterial num indivíduo, ocorrerá formação de 

hematoma na circunvizinhança, juntamente com a liberação de fluido rico em 

glicoproteínas, que revestirá e aderirá a essa estrutura. Pelo mecanismo de 

quimiotaxia, células como neutrófilos, eosinófilos, monócitos e macrófagos são 

recrutadas para o local (reação de corpo estranho) que, além de atividade fagocítica, 

estimulam a ação dos linfócitos, fibroblastos, osteoclastos e células 

polimorfonucleares (DAVIES; HOSSEINI, 2000). 

  Em seguida, inicia-se o processo de angiogênese, com a migração e 

proliferação de células endoteliais que formarão rede de capilares que constituirá o 

suporte vascular no local (DAVIES; HOSSEINI, 2000), que levará a ação das 

citocinas (IL-1 e IL-2) e fatores de crescimento (TGF-β, PDGF, IGF, BMP´s), 

proporcionando a diferenciação celular das mesenquimatosas pluripotenciais em 

matriz óssea e osso imaturo (GUTIERRES et al., 2006). 

A maturação e remodelação que finalizam este processo se assemelham com 

a fisiologia da formação do calo ósseo decorrente a fratura (ANDERSON, 2001). 

Com a descoberta da importância da angiogênese e dos fatores de crescimento nos 

mecanismos de formação óssea, abre-se amplo campo de estudo de novas 

aplicações clínicas não só no tratamento de pseudoartroses e cirurgias 

reconstrutivas ósseas, mas também nos casos de osteopenia e osteoartrose 

(GUTIERRES et al., 2006). 

Mimetizar as condições fisiológicas de um organismo para incentivar a 

proliferação e diferenciação das células são realizadas por biorreatores, devendo 

fornecer de maneira contínua, nutrientes, fatores bioquímicos, oxigênio e o estímulo 

físico adequado para as células, bem como facilitar a difusão de compostos 

químicos para o interior da matriz formada com o scaffold e remover 

ininterruptamente os subprodutos do metabolismo celular (KOROSSIS, 2005). 
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Os scaffolds são matrizes porosas de biomateriais de compostos naturais, 

sintéticos ou mistos, que fornecem suporte inicial para a adesão, crescimento, 

proliferação, diferenciação celular (AGRAWAL; RAY, 2001; SACHLOS; 

CZEMUSZKA, 2003ª; LIU et al., 2007) e angiogênese (KARP et al., 2003). Scaffolds 

de biomateriais naturais podem apresentar imunogenicidade, impurezas, com 

propriedades difíceis de serem controladas (LIU; MA, 2004) e sua confecção 

desafiadora, em formar estruturas homogêneas, reproduzíveis e com boas 

propriedades mecânicas (O’BRIEN, 2011). 

Idealmente, devem possuir propriedades mecânicas semelhantes com às da 

região do corpo onde será implantado (O’BRIEN, 2011). Scaffolds de hidroxiapatita e 

de fosfato tricálcico, costumam ser utilizados no reparo de tecido ósseo devido a sua 

elevada semelhança com a fase mineral do osso (O’BRIEN, 2011). São várias as 

técnicas de reconstrução tecidual e vascular e, nesse contexto, o omento tem sido 

estudado por proporcionar vantagens cirúrgicas, maximizando as chances de êxito 

(HOSGOOD, 1990; CHUNG et al., 2009). Existem relatos do século XIX 

evidenciando a utilização do omento em cirurgias diversas, como as 

gastrointestinais, urinárias, vasculares, plásticas e reconstrutivas, tanto em humanos 

como em animais (HOSGOOD, 1990; PLATELL et al., 2000; GOES; MACEDO, 

2013).  

Apesar das numerosas aplicações cirúrgicas, o omento ainda continua sendo 

em grande parte desconhecido e certamente um órgão subestimado (HOSGOOD, 

1990). Em estudo feito por Goldsmith em 1967, ficou evidente a ocorrência da 

patência vascular do pedículo do omento em 30 dias após sua transferência por 

meio de túnel para o subcutâneo de humanos.  

Em 1973, o mesmo autor descreveu em outro estudo a capacidade 

angiogênica do retalho de omento na superfície cerebral em cães, além de 

comprovar que a passagem através de túnel subcutâneo é possível sem efeitos 

deletérios ao pedículo. Huyghe et al. (2015) desvendaram a estrutura microscópica 

do omento e relataram que, além de grande quantidade de células adiposas, possui 

células mesoteliais, fibras de colágeno, células de defesa como macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos B, e observaram que sua estrutura é toda fenestrada, 
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concluindo que estas fenestras possuem importante função de gerar aderência no 

tecido lesionado ou infeccionado, propiciando proteção ao local.  

Hosgood (1990) descreveu a utilização do omento maior em cirurgia 

veterinária baseada nas aplicabilidades da medicina, como na reconstrução da 

parede torácica e abdominal, na proteção de vasos e nos procedimentos 

reconstrutivos. Ross e Pardo (1993), descreveram a primeira técnica de 

prolongamento de omento maior no cão baseados na anatomia da vascularização 

do omento e recentemente, Doom et al. (2016) aprimoraram a técnica, e além de 

demonstrarem as variedades anatômicas entre raças caninas, comprovaram a 

manutenção da viabilidade vascular do retalho em diferentes locais. 

Devido a sua flexibilidade e ser facilmente moldável, além de possuir grande 

área de superfície, podendo fornecer pedículo vascular adequado, proporciona 

diversas vantagens para utilização em locais pouco vascularizados. O omento 

possui excelente vascularização intrínseca, capaz de aumentar o fluxo sanguíneo no 

local implantado, gerando maior aporte de oxigênio, carreando fatores humorais 

como citocinas, fatores de crescimento e angiogênicos, que são importantes no 

combate da infecção, além de acelerar a reparação de tecidos (ARNOLD et al., 

1976; HOSGOOD, 1990; ROA et al., 1999; FERRIGNO et al., 2010).  

O aumento do fluxo sanguíneo também leva ao acúmulo de neutrófilos, 

macrófagos, fibroblastos e células endoteliais, que são importantes na cicatrização 

de feridas e a resistência à infecção (ARNOLD et al., 1976; HOSGOOD, 1990; ROA 

et al., 1999; FERRIGNO et al., 2010). Em estudo realizado por Kawamura (2013) é 

relatado à associação do omento no aumento de sobrevida de células tronco 

pluripotenciais transplantadas. O omento também é considerado uma excelente 

fonte de células tronco mesenquimais, apresentando melhor resultado proliferativo 

em estudo realizado por Pinto Filho et al., 2015. A habilidade em induzir a 

angiogênese aumenta a disponibilidade de sangue, oxigenando o local onde é 

implantado e aumenta o recrutamento dos antimicrobianos no sítio de infecção em 

casos de osteomielite, bem como favorece a reparação óssea (O’SHAUGHNESSY 

et al., 2007; FERRIGNO et al., 2010).  

Roa et al. (1999), Ferrigno et al. (2010) e Stegen et al. (2015) exemplificaram 

os sucessos e insucessos na utilização do omento nos casos relatados e deixaram 
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explícito que ainda há muita coisa a aprimorar e estudar na aplicação deste órgão. 

Apesar de na medicina o uso do omento já ser muito utilizado e bem definido nas 

cirurgias relacionadas a tecidos moles, os estudos e a utilização na ortopedia ainda 

são escassos. Devido sua ampla funcionalidade, há muitas utilidades e viabilidades 

a serem estudadas e melhor compreendidas.   

Diversas modalidades de enxertos e implantes biológicos e suas formas de 

conservação e aplicação estão descritas na literatura. Cavassani (2001), em estudo 

feito em ratos após implantar no tecido subcutâneo e intramuscular fragmentos 

ósseos autólogos de 3 mm2 conservados em glicerina 98% durante 30 dias, 

observou, após 30 dias de cirurgia, grande atividade osteogênica devida à presença 

expressiva de osteoblastos e células indiferenciadas. Não obstante, a presença de 

tecido conjuntivo altamente vascularizado demonstra que mesmo em local distante 

de tecido ósseo é possível obter atividade osteogênica no implante ósseo. O autor 

discute que esse fato só seria possível ocorrer devido às proteínas morfogenéticas 

ósseas (BMPs) terem sido preservadas pelo método de conservação, permitindo a 

indução da atividade osteogênica. 

Em estudos onde osso cortical bovino foi implantado de formas distintas no 

subcutâneo de ratos, a biocompatibilidade foi confirmada diante de resultados onde 

ocorreram em todos os casos, reações inflamatórias de corpo estranho de baixa 

intensidade, ausência de necrose ou abscesso no local da implantação, com 

presença de reação inflamatória inicial em média com 10 dias, além de formação 

neovascular (SICCA, 2000; CAVASSANI, 2001; OLIVEIRA, 2003; BENGTSON, 

2006), apresentando atividade osteogênica nos casos em que havia presença de 

BMP (CAVASSANI, 2001; BENGTSON, 2006). Esses resultados mostram que o 

subcutâneo foi ambiente com potencial para vascularizar o material biológico 

(avascular) em questão, e induzir a diferenciação e multiplicação celular local a 

depender da metodologia aplicada (SICCA, 2000; CAVASSANI, 2001; OLIVEIRA, 

2003; BENGTSON, 2006). 
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3. OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Com este estudo objetivou-se avaliar a capacidade angiogênica e 

osteoindutora de fragmentos ósseos xenógenos autoclavados e implantados, com 

ou sem a presença de omento, de forma ortotópica e heterotópica em coelhos.  

 

 3.2 Objetivos Específicos 

 

Investigar se os sítios intracorpóreos (subcutâneo, subcutâneo junto com 

omento e intrailíaco) atuariam como biorreatores in vivo, proporcionando a 

revascularização dos fragmentos ósseos, quiçá osteogênese ectópica;  

Investigar por meio de avaliação macroscópica e histopatológica se os sítios 

intracorpóreos (subcutâneo, subcutâneo junto com omento e intrailíaco) atuariam 

como biorreatores in vivo, proporcionando a revascularização e osteoindução dos 

fragmentos ósseos ou proporcionariam somente reação do tipo corpo estranho 

diante destes fragmentos ósseos xenógenos autoclavados. 

 

4. JUSTIFICATIVA 

 

A reconstituição de falhas ósseas extensas ainda é desafiadora na medicina 

veterinária, e pode ocorrer devido falha de implantes, instabilidade, não uniões, 

osteomielite, entre outros, culminando em amputação do membro acometido em 

algumas situações. Desta forma, faz-se necessário o emprego de alternativas que 

minimizem tais problemas acima citados e, nesse contexto, o uso de biomateriais ou 

implementação de métodos e técnicas terapêuticas que auxiliam a incrementar e 

acelerar a regeneração óssea e a recuperação total da função motora são 

fundamentais. 

Se houver a comprovação que o uso de material ósseo xenógeno 

autoclavado, implantando no próprio paciente (que possui a falha óssea), utilizando-

o como um biorreator (in vivo), foi capaz de se tornar vascularizado, tornando-o 
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fisiologicamente viável, capaz de promover osteoindução e/ou osteocondução 

equivalente ou próximo ao material ósseo autógeno, maximizará a probabilidade que 

seu posterior uso no local da falha óssea promova chances maiores de consolidação 

da fratura, de forma mais acessível.  

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da 

Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho" - UNESP - Câmpus de 

Jaboticabal - SP. Executado de acordo com as normas exigidas pelo CONCEA 

(Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal). Protocolo n° 7.903/16. 

 

5.1 Animais  

Para o experimento foram utilizados 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus) 

jovens adultos, 15 fêmeas e 15 machos, da raça Nova Zelândia Branco com peso 

corpóreo aproximado de 3,3 kg. Os animais, previamente ao estudo, foram mantidos 

por período de 15 dias para que pudessem se adaptar ao novo ambiente. Durante 

todo o experimento foram mantidos individualmente em gaiolas metálicas dentro de 

biotério, em condições sanitárias adequadas, protegidos de estímulos auditivos 

intensos, com ventilação adequada, acesso à luz solar matinal e luminosidade 

natural. Tiveram livre acesso à alimentação com ração comercial adequada para a 

espécie, gramíneas (feno de coast-cross), planta forrageira Boehmeria nivea (Rami) 

e água potável, além de inspeção física e sanitária diárias. 

 

5.2 Fragmentos Ósseos Esponjosos Bovinos (Xenógeno). 

 

Os fragmentos foram obtidos da porção óssea corticoesponjosa do úmero, fêmur 

e da tíbia de bovinos, oriundos de frigorífico comercial. Os ossos, após dissecação 

manual minuciosa com bisturi, tesoura e pinças de dissecção com dente foram 

limpos com jato de água pressurizada, removendo todos os tecidos moles aderidos 

ao periósteo. Em seguida, foram delimitadas áreas de maior abundância de osso 
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corticoesponjoso (epífises). Ato contínuo, cortes transversos foram realizados, 

confeccionando porções ósseas de tamanhos irregulares, em seguida foram 

delimitadas as áreas mais homogêneas das trabéculas ósseas e mensuradas, 

confeccionando cortes retangulares de tamanho uniforme. 

As porções retangulares foram novamente lavadas em água pressurizada, no 

intuito de remover partículas de tecidos moles e gordura. Após esta lavagem, 

confeccionaram-se por meio de serra óssea manual fragmentos em formato de 

cubos com dimensões aproximadas de 125 mm3. Todo o material confeccionado foi 

mantido congelado (-20°C) durante 60 dias como forma de preservação até o 

processo de esterilização (autoclavagem) (Figura 1). Para a esterilização, os 

fragmentos foram acondicionados em envelopes duplos de grau cirúrgico 1  e 

autoclavados2 em baixo ciclo a 121°C durante 15 minutos. 

 

Figura 1: Imagem fotográfica dos retângulos de osso corticoesponjoso bovino e os 

cubos confeccionados a partir deles. Fonte: Laboratório de Ortopedia da FCAV – 

UNESP, Jaboticabal, SP. 

 

 5.3 Locais de Implantação – Sítios intracorpóreos  

  

Como padronização, todos os animais do estudo foram submetidos à 

implantação de fragmentos ósseos esponjosos de bovino (xenógeno) autoclavados. 

Utilizou-se um grupo de 30 animais, 15 machos e 15 fêmeas, que foram 

identificados aleatoriamente com numeração de um a 30, seguido de F para fêmeas 

                                            
1 EsterilCare® Embalagens para esterilização, Votorantim - SP 
2 Autoclave Phoenix Luferco - Indústria e Comércio de Equipamentos Científicos Ltda. Araraquara-SP 
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e M para machos nas gaiolas e na parte interna das orelhas com caneta 

dermográfica3.  

Tanto nos machos quanto nas fêmeas foram realizadas três intervenções 

cirúrgicas para a alocação de dois fragmentos ósseos xenógenos em cada uma 

delas, sendo um fragmento para análise histológica e um para análise em 

microscopia eletrônica a depender dos resultados histológicos, e denominou-se de 

Subgrupo cada um desses três locais. 

Subgrupo1 (S1): espaço subcutâneo, em região próxima a artéria epigástrica 

superficial caudal direita.  

Subgrupo 2 (S2): espaço subcutâneo juntamente com o omento que foi 

conduzido por abertura na musculatura lateral esquerda do abdome. 

Subgrupo 3 (S3): Região intraóssea do osso ilíaco direito.  

 

5.4 Procedimento 

 

Os animais não passaram por jejum prévio devido ao seu alto metabolismo e 

por ser espécie que não apresenta êmese (FLECKNELL, 1996). 

No pré-operatório foi realizada terapia antimicrobiana com enrofloxacina a 2,5%4 

na dose de 10 mg/kg, por via subcutânea. Os animais foram submetidos à anestesia 

seguindo o protocolo com uso de acepromazina 0,2% 5 (0,1 mg/kg/IM) como 

medicação pré-anestésica, cetamina6 (40 mg/kg/IM), midazolam7 (0,5 mg/kg/IM) e 

morfina 8  (1 mg/kg/IM) como anestesia e controle analgésico no transoperatório. 

Previamente ao ato operatório, o campo cirúrgico de cada Subgrupo foi amplamente 

e completamente depilado (tricotomia) (Figura 2) e realizado antissepsia com 

clorexidine a 2%9 intercalado (três vezes cada) com álcool 70%10.  

                                            
3 SecurLine® 2 mm Caledonia,- Michigan, EUA 

4 Chemitril 2,5%® Chemitec Agro-Veterinária, São Paulo – SP. 
5 Aceproven 0,2%® Venco, Saude Animal, Londrina – PR. 
6 Dopalen® Ceva, Saúde Animal Ltda, Paulínia – SP. 
7 Dormonid® Produtos Roche Químicos e Farmacêuticos S. A, Rio de Janeiro – RJ. 
8 Dimorfin® Cristália, Itapira – SP. 
9 Riohex® Rioquimica, São José do Rio Preto – SP. 
10 Rialcool 70® Rioquimica, São José do Rio Preto – SP. 
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Figura 2: Imagens fotográficas de coelho (Oryctolagus cuniculus), ilustrando as 

áreas submetidas à tricotomia e os posicionamentos na mesa cirúrgica, em decúbito 

dorsal em A e ventral em B, para os acessos cirúrgicos das regiões designadas para 

a implantação dos fragmentos ósseos bovinos. O traço vermelho representa o local 

onde foi alocado o fragmento do subgrupo 1 (S1), traço azul representa o subgrupo 

2 (S2) e o traço preto o subgrupo 3 (S3).  

 

5.5 Descrição da técnica de implantação. 

 

No subgrupo S1, foi realizada incisão de aproximadamente um centímetro na 

linha mediana abdominal ventral no sentido craniocaudal, próximo à artéria 

epigástrica superficial caudal, incluindo pele e tecido subcutâneo. Após divulsão, 

com parcimônia, para criar espaço lateral à esquerda da incisão, o fragmento ósseo 

(S1) foi implantado (Figura 3) e realizou-se, para auxiliar na minimização de sua 

mobilidade, suturas em padrão simples interrompido no tecido subcutâneo e 

musculatura ao redor do fragmento ósseo, utilizando fio nylon 4-04, sem haver 

contato do fio de sutura com o fragmento ósseo. Utilizando o mesmo fio4, a 

aproximação do subcutâneo foi realizada com um único ponto em padrão Sultan e a 

cútis suturada com pontos simples interrompidos. 

A 

B 

S1 S2 

S3 
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Figura 3: Imagens fotográficas do transoperatório (decúbito dorsal, cabeça 

localizada à direita das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo S1 

(fragmentos ósseos bovino no subcutâneo) ilustrando: A) vista da incisão de pele e 

presença dos fragmentos ósseos (S1) (seta), alocado na região da artéria 

epigástrica superficial caudal direita. B) aspecto após a locação dos fragmentos 

ósseos (S1) (seta) antes da confecção das suturas para minimizar sua mobilização. 

 

No subgrupo S2, o acesso à cavidade abdominal foi realizado por celiotomia 

mediana (padrão) em região pré-umbilical. Após localização do omento, 

confeccionou-se abertura no peritônio e na parede muscular esquerda do abdome, 

seguindo orientação na mesma linha de sua origem vascular (omento). O lado 

esquerdo e local da abertura muscular foi escolhido em detrimento à anatomia e raiz 

vascular do omento nessa espécie, também provinda da curvatura maior do 

estômago, evitando sua torção vascular.  

 Ato contínuo, o omento foi delicadamente tracionado para o subcutâneo com 

auxílio de pinça de dissecção atraumática. Utilizando o omento, os fragmentos 

ósseos foram englobados numa espécie de “bolsa” e, por meio de sutura em padrão 

bolsa de tabaco, com fio nylon 4-04, se obliterou a referida “bolsa” de omento, 

mantendo os fragmentos ósseos em seu interior, ou seja, revestido e em contato 

íntimo 360º com o omento. Esta fixação teve por escopo primeiramente minimizar a 

chance dos fragmentos ósseos se desprender do omento e também, mantê-los com 

o maior contato físico possível. Em seguida, a “bolsa” foi fixada externamente ao 

B A 
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abdome, no músculo reto abdominal esquerdo com o mesmo fio4 e padrão de sutura 

simples interrompida (Figura 4).  

 

Figura 4: Imagens fotográficas do transoperatório (decúbito dorsal, cabeça 

localizada à direita das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo S2 

(fragmentos ósseos bovino no subcutâneo com omento) ilustrando: A) exposição do 

omento após celiotomia. B) imagem demonstrando a borda da linha mediana da 

celiotomia na seta pontilhada e na seta contínua é apontada a abertura lateral 

esquerda da musculatura do abdome onde o omento foi conduzido para o espaço 

subcutâneo para que os fragmentos fossem acomodados na “bolsa” confeccionada 

como observado em B e em C consecutivamente já fechada. 

 

No subgrupo S3, a crista ilíaca direita foi abordada por acesso corriqueiro 

(PIERMATTEI e JOHNSON, 2004). O osso ilíaco foi submetido à osteotomia parcial 

no sentido longitudinal (osteotomia no sentido dorsal para ventral) com auxílio de 

serra oscilatória elétrica cirúrgica11. Por meio de alavanca, utilizando-se elevador 

periosteal de Freer, criaram-se duas hemi porções ilíacas (osso ilíaco 

osteotomizado), abertas dorsalmente, porém permaneceram unidas ventralmente, e 

os fragmentos ósseos (S3) foram cautelosamente alocados, permanecendo em 

contato com o osso esponjoso das duas faces ósseas (hemi porções ilíacas) (Figura 

5). Para evitar que os fragmentos se deslocassem do local implantado, durante a 

sutura de aproximação da musculatura em padrão Sultan, foi realizado ancoragem 

ao periósteo da margem dorsal das hemi porções ilíacas, como forma de barreira 

                                            
11 Serra Óssea Oscilatória, Cãomedica - Comercio de Materiais Cirúrgicos Veterinário Ltda. Campinas 
- SP 

A C B 
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(física) muscular. Os tecidos subcutâneo e dérmico foram suturados seguindo a 

mesma padronização já citada nos subgrupos anteriores. 

 

Figura 5: Imagens fotográficas do transoperatório (decúbito ventral, cabeça 

localizada à esquerda das imagens) de coelho (Oryctolagus cuniculus) do subgrupo 

S3 (fragmentos ósseos bovino na região intraóssea do osso ilíaco direito) ilustrando: 

A) osteotomia do osso ilíaco direito, no sentido dorsal para ventral, com serra 

oscilatória elétrica cirúrgica (seta amarela) e, em B) os fragmentos ósseos bovino 

(seta azul) alocados entre as hemi porções ósseas (setas amarelas) do osso ilíaco. 

 

No pós-operatório os animais receberam terapia antimicrobiana a base de 

enrofloxacino a 2,5%5 (10 mg/kg/SC) a cada 24 horas durante 10 dias, e analgesia  

com cloridrato de tramadol 50 mg/mL12 (4 mg/kg/SC) de 12 e 12 horas durante cinco 

dias. Todas estas medicações foram realizadas pela via subcutânea. O uso de anti-

inflamatórios (AINE’s) não foi adotado. O curativo das feridas cirúrgicas foram feitos 

diariamente com solução de NaCl a 0,9%13 e rifamicina spray14 até a remoção dos 

pontos de cútis aos 10 dias de pós-operatório.  

 

5.6 Avaliações 

 

Foram avaliados seis animais por período, sendo três de cada grupo (machos 

e fêmeas) aos sete, 15, 30, 45 e 60 dias respectivamente, onde foram coletadas 

                                            
12 Medicação Genérica, laboratório União Química – Farmacêutica Nacional S/A, São Paulo - SP 
13 JP Industria Farmacêutica S/A, Ribeirão Preto - SP 
14 Rifotrat® -  Natulab Laboratório S/A, São Paulo - SP 

A B 
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amostras dos três subgrupos para avaliação macroscópica e microscópica. Os 

animais foram submetidos à eutanásia com propofol15 pela via intravascular na dose 

10 mg/kg seguido de KCl a 10%16 na dose de 1 mL por kg , em alguns casos foi 

necessário realizar sobredose dos fármacos descritos. Ato contínuo, as amostras 

(S1, S2 e S3) foram coletadas com ampla margem para avaliação histológica. 

Para controle de avaliação comparativa foi utilizado amostra (fragmentos 

ósseos) denominadas de “amostra controle”, constituída de material ósseo 

xenógeno (ACX). 

ACX: Foi utilizado o mesmo material implantado (fragmentos ósseos 

xenógenos autoclavados de bovino). 

 

5.7 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

5.7.1 Processamento histopatológico 

 

Imediato à coleta, as amostras foram acondicionadas para fixação em formol 

10% tamponado 17  por período de 48 horas. Após a fixação, as peças foram 

descalcificadas em solução de ácido nítrico P.A.18 (Dinâmica®) a 10% durante sete 

dias. Após descalcificação as amostras foram lavadas em água corrente overnight. 

Posteriormente, foram desidratas em álcool 70%11, 80% e absolutos19 P.A. I, II e III, 

60 minutos em cada. 

A seguir, foram diafanizadas em xilol absoluto P.A.19 I, II e III, por 50 minutos 

cada. E finalmente impregnadas e incluídas em parafina histológica I e II, 60 minutos 

cada. 

Ato contínuo foram emblocadas e cortes histológicos foram realizados em 

micrótomo semiautomático20 com quatro micrômetros de espessura. 

                                            
15 Provive® 1% - Laboratório Claris, Barueri - SP 
16 Equiplex® Aparecida de Goiânia - GO 
17 QuimiSul – Produtos Químicos e laboratório, Joinville - SC 
18 Dinâmica®  Produtos Químicos, Diadema, SP 
19 Rioalcool Absoluto 99,3%® Rioquimica, São José do Rio Preto – SP. 
20 LEICA® RM 2155. Leica Biosystems Inc. Buffalo Grove -  IL, USA. 
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Os cortes foram colhidos em lâminas histológicas e corados pelas técnicas de 

hematoxilina e eosina e tricrômico de Masson, logo após os cortes foram cobertos 

com resina histológica e lamínula de vidro. 

As colorações foram feitas de acordo como os protocolos estabelecidos no 

Laboratório de Pesquisa do Serviço de Patologia Veterinária da FMVZ – UNESP – 

Campus de Botucatu – SP. 

 

5.7.2 Avaliação histopatológica  

 

O grau de inflamação foi determinado a partir da contagem de células 

inflamatórias (linfócitos, macrófagos, granulócitos e plasmócitos) presentes na área 

de análise, seguindo, após adaptação, os critérios de Noetzel et al. (2006) e 

Panzarini et al. (2007) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Escores quanto à resposta celular inflamatória. 

Resposta 

Celular 

Inflamatória 

Caracterização 

Escore 0 Ausência de células inflamatórias no local de análise. 

Escore 1 
Inflamação discreta - menos de 25 células inflamatórias 

presentes na área de análise. 

Escore 2 
Inflamação moderada - entre 25-50 células inflamatórias 

presentes na área de análise. 

Escore 3 
Inflamação severa - entre 51-75 células inflamatórias 

presentes na área de análise. 

Escore 4 
Formação de abscesso - mais de 75 células inflamatórias 

presentes na área de análise. 

 

A formação de novo tecido ósseo junto ao fragmento ósseo foi categorizado 

seguindo, após adaptação, os critérios de Moretton et al. (2000) (Tabela 2). 

 



19 
 

Tabela 2 - Escores quanto à formação de novo tecido ósseo. 

Tecido 

Ósseo 

Neoformado 

             Caracterização 

Escore 0 Ausência de formação de novo tecido ósseo. 

Escore 1 
Discreto - Presença de pequenas trabéculas ósseas, cobrindo 

menos de 25% da área do fragmento ósseo. 

Escore 2 
Moderado - Novo tecido ósseo formado, cobrindo pelo menos 

50% da área do fragmento ósseo. 

Escore 3 

Extenso - Cobertura completa da área do fragmento ósseo, 

com a formação de uma ponte óssea em torno do material 

testado. 

 

A reação a presença de corpo estranho (células gigantes inflamatórias 

próximas aos fragmentos ósseos) também foi caracterizada, seguindo, após 

adaptação, os critérios de Saghiri et al. (2016), (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Escores quanto à presença de células gigantes inflamatórias (reação de 
corpo estranho). 

Células 

Gigantes 

Inflamatórias 

Caracterização 

Escore 0 Ausência de células gigantes inflamatórias. 

Escore 1 
Presença de células gigantes inflamatórias próxima ao 

fragmento. 

 

 

Os aspectos histopatológicos foram descritos de acordo com os respectivos 

tempos de colheita das amostras de cada subgrupo. Foram avaliados os seguintes 

aspectos baseado nas reações descritas nas Tabelas 1, 2 e 3 e relatado as 

atividades relacionadas à: Inflamação, tipo e intensidade do infiltrado inflamatório, 

presença e persistência de células gigantes do tipo corpo estranho; vascularização 
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do fragmento ósseo, intensidade e localização; ossificação, presença de 

osteoblastos e ou osteócito vivo (com núcleo) na região do fragmento ósseo. 

 

5.8 FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS  

 

Os dados referentes às avaliações histológicas foram submetidos à análise 

descritiva qualitativa dos efeitos biológicos baseado nas Tabelas de escores 

(Tabelas 1, 2 e 3) e o tempo de infiltração vascular foi tabulado em Tabela para 

discussão. 

Os resultados foram comparados entre os subgrupos (ACX, S1, S2, S3) onde 

se avaliou a influência do omento e de cada região implantada frente aos achados 

microscópicos do fragmento ósseo bovino autoclavado, como a sua vascularização, 

incremento celular, absorção e/ou deposição óssea, a atividade celular e capacidade 

de revitalização óssea, buscando comparar a reação inflamatória local e a formação 

vascular intratrabecular.  

Para que houvesse resultados comparativos fidedignos utilizou-se amostra 

controle (ACX) como comparativo, evidenciando o incremento ou déficit de 

características pré e pós-implantação nos sítios intracorpóreos, proporcionando 

assim, comparação dos tipos celulares, presença ou ausência de vascularização e 

arquitetura óssea das estruturas coletadas. 

 

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 Análise Macroscópica 

 

 As amostras foram analisadas macroscopicamente desde o aspecto externo 

do local implantado, avaliando características como inflamação, edema, seroma, 

abscesso e deiscência de sutura.  

Dos 30 animais avaliados somente dois apresentaram discreto seroma na 

região da crista ilíaca operada. Os demais animais não apresentaram nenhuma 

alteração macroscópica em nenhum dos locais operados. 
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6.2 Análise histopatológica do Subgrupo S1 – Fragmento Ósseo Bovino no 

espaço subcutâneo. 

 

Na Tabela 4 são ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao 

tempo de análise e seus efeitos observados no interior do fragmento. 

 

Tabela 4 - Atividade no Interior do Fragmento S1 

Reação/Tempo 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 

Inflamação Presente Ausente Presente Presente Presente 

Reação de Corpo 

Estranho 

Presente Presente Presente Presente Presente 

Vascularização Ausente Ausente Ausente Presente Presente 

Atividade Óssea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 

Degeneração Presente Presente Presente Presente Presente 

 

Os aspectos histopatológicos foram idênticos tanto nos animais machos como 

nas fêmeas; e se repetiram entre os animais de cada subgrupo experimental, ou 

seja, as características histopatológicas foram semelhantes nas amostras analisadas 

dentro de cada tempo e subgrupo experimental. As alterações inerentes à cinética 

inflamatória e reacional encontram-se descritas abaixo. 

Aos sete dias de pós-cirúrgico notou-se na periferia do fragmento ósseo reação 

inflamatória crônica ativa neutrofílica moderada (escore 2 da Tabela 1), com 

presença de células gigantes do tipo corpo estranho (Figura 6) (escore 1 da Tabela 

3). No tecido reacional na interface entre o implante e o leito receptor, observou-se 

neovascularização moderada composta por capilares sanguíneos envolvidos por 

tecido conjuntivo frouxo, com deposição de fibras colágenas entre os fibroblastos 

reacionais (Figura 7). 

No interior dos fragmentos ósseos, também aos sete dias de pós-cirúrgico, 

notou-se a presença de grande quantidade de hemácias e discreta rede de fibrina 

(Figura 8). Além disso, também foram observadas raras células inflamatórias 
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(neutrófilos e macrófagos). Não houve presença de neovascularização no interior do 

fragmento consequentemente nem formação de tecido ósseo (escore 0 da Tabela 

2). Observou-se também nesse período evidente degeneração dos fragmentos 

ósseos (Figura 6).  

 

 

 
 

Figura 6: Fotomicrografia da periferia do fragmento ósseo implantado do subgrupo 

S1 aos sete dias de pós-operatório. Notar a célula gigante do tipo corpo estranho 

(seta longa) e a fragmentação da matriz óssea do fragmento ósseo (seta curta). 

Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x. 

20µm 
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Figura 7: Fotomicrografia da periferia do fragmento ósseo implantado do subgrupo 

S1 aos sete dias de pós-operatório. Notar os fibroblastos reacionais (seta longa) e a 

fragmentação da matriz óssea do fragmento (seta curta). Coloração Hematoxilina 

Eosina na objetiva de 20x. 

 

Figura 8: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S1 aos sete dias de pós-operatório. Notar a rede de fibrina e hemácias 

(seta longa) e a fragmentação da matriz óssea do fragmento (seta curta). Coloração 

Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x. 

 

 

20µm 

20µm 
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A avaliação histopatológica dos Subgrupos aos 15 dias de pós-cirúrgico foi 

possível se observar no tecido reacional ao redor dos fragmentos ósseos a formação 

de delgada cápsula de tecido conjuntivo composta por cinco a 10 camadas de 

fibroblastos organizados ao redor dos fragmentos. 

No interior dos fragmentos ósseos não havia células inflamatórias e/ou 

neovascularização. A ossificação também estava ausente (escore 0 da Tabela 2). 

A degeneração do fragmento também estava presente neste período de 

avaliação (15 dias de pós-operatório). 

Ao redor dos fragmentos notou-se discreto infiltrado inflamatório crônico ativo 

(neutrófilos, linfócitos, monócitos e macrófagos – escore 1 da Tabela 1). Células 

gigantes do tipo corpo estranho também foram observadas (escore 1 da Tabela 3). 

No tecido ao redor dos fragmentos ósseos observou-se a permanência de 

neovascularização de forma moderada. 

A avaliação aos trinta dias de pós-operatório evidenciou evolução do 

processo de encapsular o fragmento ósseo. A cápsula de tecido conjuntivo se 

encontrava mais espessa e evidente (Figura 9). 

 
 

Figura 9: Fotomicrografia da periferia do fragmento ósseo implantado do subgrupo 

S1 aos 30 dias de pós-operatório. Notar a espessa cápsula conjuntiva (seta longa) e 

a região de neovascularização (seta curta). Coloração Hematoxilina Eosina na 

objetiva de 10x. 

20µm 
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Não foi observado no interior dos fragmentos ósseos a presença de 

neovascularização nem ossificação (escore 0 da Tabela 2), porém neste período de 

avaliação (30 dias de pós-operatório) havia no interior da matriz óssea grande 

quantidade de células inflamatórias neutrofílicas (Figura 10) (escore 3 da Tabela 1), 

e células gigantes do tipo corpo estranho estavam presentes. 

 
Figura 10: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S1 aos 30 dias de pós-operatório. Notar a rede de fibrina, hemácias e 

células inflamatórias (seta longa). Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 

20x. 

Aos 45 dias de pós-operatório, observou-se no interior do fragmento ósseo 

presença de tecido conjuntivo vascularizado. O infiltrado inflamatório nesse tempo 

experimental foi do tipo crônico ativo (escore 1 da Tabela 1), localizado no interior do 

tecido conjuntivo reacional. Não houve presença de ossificação neoformada (escore 

0 da Tabela 2). 

Ao redor do fragmento a cápsula conjuntiva apresentava-se mais organizada, 

comparativamente aos períodos anteriores, com deposição de fibras colágenas no 

seu interior, porém ainda se observava células inflamatórias. 

A matriz óssea dos fragmentos deste subgrupo continuava a se degenerar e 

células gigantes, do tipo corpo estranho, estavam presentes (Figura 11). 

20µm 



26 
 

 

Figura 11: Fotomicrografia da região intrafragmentar (fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S1) aos 45 dias de pós-operatório. Notar a matriz óssea do fragmento 

degenerada (seta longa) e as células gigantes do tipo corpo estranho (setas curtas). 

Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x.  

 

Aos 60 dias de pós-cirúrgico, para o Subgrupo S1 (fragmento ósseo no tecido 

subcutâneo), observou-se tanto no tecido reacional na interface entre o implante e o 

leito receptor, quanto no interior do fragmento a presença de tecido conjuntivo 

vascularizado maduro. 

No interior do tecido conjuntivo notou-se infiltrado inflamatório crônico ativo 

composto por eosinófilos, neutrófilos, linfócitos, plasmócitos e monócitos. 

A matriz óssea dos fragmentos deste subgrupo encontrava-se neste tempo 

experimental (60 dias de pós-operatório) em avançado estágio de degeneração, 

havendo amostras nas quais não era possível a sua identificação. 

Células gigantes ao redor da matriz degenerada e também fagocitando os 

debris celulares foram observadas de forma frequente (Figura 12) (escore 1 da 

Tabela 3). 

 

 
 
 

20µm 
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Figura 12: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S1 aos 60 dias de pós-operatório. Notar a matriz óssea do fragmento 

envolvida pelo tecido conjuntivo (seta longa) e célula gigante do tipo corpo estranho 

(seta curta). Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 10x. 

 

6.3 Análise histopatológica do Subgrupo S2 – Fragmento Ósseo Bovino no 

espaço subcutâneo com omento. 

 

Na Tabela 5 são ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao 

tempo de análise e seus efeitos observados no interior do fragmento. 

 

Tabela 5 - Atividade no Interior do Fragmento S2 

Reação/Tempo 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 

Inflamação Presente Presente Presente Presente Presente 

Reação de Corpo 

Estranho 

Presente Presente Presente Presente Presente 

Vascularização Presente Presente Presente Presente Presente 

Atividade Óssea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 

Degeneração Presente Presente Presente Presente Presente 

 

20µm 
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Os aspectos histopatológicos foram idênticos tanto nos animais machos como 

nas fêmeas; e se repetiram entre os animais de cada subgrupo experimental, ou 

seja, as características histopatológicas foram semelhantes nas amostras analisadas 

dentro de cada tempo/subgrupo experimental. As alterações inerentes à cinética 

inflamatória e reacional encontram-se descritas abaixo. 

Aos sete dias de pós-cirúrgico observou-se ao redor do fragmento ósseo o 

omento, que se apresentava com discreta neovascularização na região próxima ao 

fragmento. Na periferia do fragmento ósseo foi possível se ver reação inflamatória 

eosinofílica moderada (escore 2 da Tabela 1), com presença de células gigantes do 

tipo corpo estranho (escore 1 da Tabela 3). No tecido reacional na interface entre o 

implante e o leito receptorobservou-se neovascularização discreta composta por 

capilares sanguíneos envolvidos por tecido conjuntivo com discreta proliferação de 

fibroblastos. 

No interior do fragmento ósseo, também aos sete dias de pós-cirúrgico, 

notou-se a presença de grande quantidade de hemácias e rede de fibrina em 

quantidade moderada. De forma multifocal havia aglomerados de eosinófilos, bem 

como fibroblastos reacionais e neovascularização de forma discreta que vinham da 

periferia do fragmento. 

A matriz óssea encontrava-se em processo de degeneração com respectiva 

fragmentação. Não houve, neste período, formação de tecido ósseo (escore 0 da 

Tabela 2). 

No período de 15 dias de pós-cirúrgico, ao redor dos fragmentos ósseos havia 

tecido conjuntivo reacional, apresentando cápsula que continha fibroblastos 

reacionais e infiltrado inflamatório crônico ativo discreto, composto por neutrófilos, 

linfócitos, plasmócitos, monócitos e macrófagos. Células gigantes, do tipo corpo 

estranho, também estavam presentes (escore 1 da Tabela 3). 

No interior dos fragmentos ósseos havia grande quantidade de tecido 

conjuntivo vascularizado de forma difusa e exuberante composto por fibroblastos, 

neovasos e fibras colágenas, que se originavam na parte externa do omento, além 

disso, havia também de forma multifocal infiltrado inflamatório crônico ativo no 

interior do fragmento. Células gigantes, do tipo corpo estranho, estavam presentes. 

A matriz óssea dos fragmentos encontrava-se em processo de degeneração e 
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fragmentação. A ossificação também não ocorreu nesse tempo experimental (15 

dias) (escore 0 da Tabela 2). 

Trinta dias após a realização da cirurgia de implantação do fragmento ósseo, 

ao redor do fragmento havia tecido conjuntivo vascularizado (Figura 13) que se 

originou no omento. Nesta região havia moderado infiltrado inflamatório crônico ativo 

composto por neutrófilos, linfócitos, plasmócitos, monócitos e macrófagos. 

 

 
 

Figura 13: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S2 aos 30 dias de pós-operatório. Notar o tecido conjuntivo 

vascularizado no interior do fragmento (seta). Coloração Hematoxilina Eosina na 

objetiva de 20x. 

Da mesma forma, e com as mesmas características histológicas, havia no 

interior do fragmento ósseo tecido conjuntivo vascularizado e infiltrado inflamatório. 

Células gigantes do tipo corpo estranho estavam presentes (Figura 14). 

A matriz óssea do fragmento estava degenerada e fragmentada, e não foi 

observada presença de ossificação (escore 0 da Tabela 2). 

Aos 45 dias de pós-operatório, observou-se tanto ao redor do fragmento 

ósseo, bem como no seu interior, a presença de tecido conjuntivo vascularizado 

(Figura 15). O infiltrado inflamatório era linfo-plasmocitário e se encontrava 

principalmente no interior do fragmento ósseo de forma moderada e multifocal. Na 

20µm 
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periferia do fragmento a inflamação era praticamente ausente. No interior do 

fragmento o tecido conjuntivo vascularizado possuía presença de colágeno em sua 

organização. A matriz óssea estava degenerada e fragmentada, em geral ao redor 

dos fragmentos observavam-se células gigantes do tipo corpo estranho (escore 1 da 

Tabela 3). A osteogênese estava ausente (escore 0 da Tabela 2). 

 

Figura 14: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S2 aos 30 dias de pós-operatório. Notar a célula gigante do tipo corpo 

estranho (seta longa) e a degeneração da mátriz óssea do fragmento (seta curta). 

Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 40x. 

 
Figura 15: Fotomicrografia da periferia do fragmento ósseo implantado do subgrupo 

S2 aos 45 dias de pós-operatório. Notar o omento (seta longa) e o tecido conjuntivo 

no interior do fragmento ósseo (seta curta). Coloração Hematoxilina Eosina na 

objetiva de 10x.  

20µm 

20µm 
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Aos 60 dias de pós-cirúrgico, para o Subgrupo S2 (fragmento ósseo no tecido 

subcutâneo com omento), observou-se diminuição do infiltrado inflamatório, no 

entanto, havia grande quantidade de células gigantes do tipo corpo estranho, 

principalmente na interface entre o implante e o leito receptor. 

O tecido conjuntivo vascularizado ainda estava presente no interior do 

fragmento (Figura 16) e a degeneração da matriz óssea, bem como a sua 

fragmentação continuavam a acontecer. A ossificação não foi observada. 

 

 
Figura 16: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S2 aos 45 dias de pós-operatório. Notar o infiltrado inflamatório 

linfocitário (seta longa) e o tecido conjuntivo vascularizado. Coloração Tricrômico de 

Masson na objetiva de 10x. 

 

6.4 Análise histopatológica do Subgrupo S3 – Fragmento ósseo bovino 

intraósseo. 

 

Na Tabela 6 são ilustrados de forma sintetizada os resultados referentes ao 

tempo de análise e seus efeitos observados no interior do fragmento. 

 

 

 

 

20µm 
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Tabela 6 - Atividade no Interior do Fragmento S3 

Atividade no Interior do Fragmento 

Reação/Tempo 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 

Inflamação Presente Presente Presente Presente Presente 

Reação de Corpo 

Estranho 

Presente Presente Presente Presente Presente 

Vascularização Ausente Ausente Presente Presente Presente 

Atividade Óssea Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 

Degeneração Presente Presente Presente Presente Presente 

 

Os aspectos histopatológicos foram idênticos tanto nos animais machos como 

nas fêmeas; e se repetiram entre os animais de cada grupo experimental, ou seja, 

as características histopatológicas foram semelhantes nas amostras analisadas 

dentro de cada tempo/grupo experimental. As alterações inerentes à cinética 

inflamatória e reacional encontram-se descritas abaixo. 

Aos sete dias de pós-cirúrgico observou-se ao redor do fragmento ósseo 

intensa reação fibrinosa e hemorragia (Figura 17). Na periferia do fragmento ósseo 

foi possível se ver reação inflamatória crônica ativa discreta, composta por 

neutrófilos, linfócitos, monócitos e macrófagos (escore 1 da Tabela 1), com presença 

células gigantes do tipo corpo estranho (escore 1 da Tabela 3). No tecido reacional 

na interface entre o implante e o leito receptor, sem presença de neovascularização. 

No interior do fragmento ósseo, também aos sete dias de pós-cirúrgico, 

notou-se a presença de grande quantidade de hemácias e de fibrina. 

Na região da fratura óssea (osteotomia do osso ilíaco) havia presença intensa 

de células sanguíneas, proliferação de fibroblastos e neovascularização. Nessa 

mesma região o infiltrado inflamatório era mínimo e do tipo crônico ativo, presença 

de células gigantes do tipo corpo estranho, que se encontravam próximas à matriz 

óssea degenerada do fragmento. Não se notou, neste período, formação de tecido 

ósseo (escorre 0 da Tabela 2). 

No período de 15 dias de pós-cirúrgico, notou-se ao redor dos fragmentos 

ósseos intensa reação fibroblástica e neovascular (Figura 18).  
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Figura 17: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S3 aos 07 dias de pós-operatório. Notar a grande quantidade de fibrina 

(seta). Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.  

 
Figura 18: Fotomicrografia da periferia do fragmento ósseo implantado do subgrupo 

S3 aos 15 dias de pós-operatório. Notar a linha de crescimento endocondral do osso 

receptor (seta longa) e a matriz óssea degenerada do fragmento envolvida por 

tecido conjuntivo (seta curta). Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.  

 

 

20µm 

20µm 
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O infiltrado inflamatório era discreto, crônico ativo, composto por neutrófilos, 

eosinófilos, linfócitos, plasmócitos, monócitos e macrófagos. Células gigantes do tipo 

corpo estranho também estavam presentes. 

No interior dos fragmentos ósseos havia grande quantidade de fibrina e 

hemorragia, no entanto, nesse tempo experimental, não se observou tecido 

conjuntivo no interior da matriz. Não foi visibilizado neovascularização e nem 

ossificação nesse tempo experimental (15 dias). 

Trinta dias após a realização da cirurgia observou-se, ao redor do fragmento, 

presença de tecido conjuntivo vascularizado bem organizado, com deposição de 

fibras colágenas e diminuição do número de fibroblastos, mimetizando uma 

“cápsula” ao redor do fragmento. 

No interior do fragmento ósseo havia intenso infiltrado inflamatório 

linfoplasmocitário que acompanhava a intensa degeneração da matriz óssea 

(fragmento) (Figura 19). Notou-se tecido conjuntivo vascularizado no interior da 

matriz e células gigantes ao redor da matriz degenerada, porém sem identificar 

presença de ossificação (escore 0 da Tabela 2). 

 
Figura 19: Fotomicrografia da região intrafragmentar do fragmento ósseo implantado 

do subgrupo S3 aos 30 dias de pós-operatório. Notar o infiltrado inflamatório 

linfoplasmocitário (seta curta) e a matriz óssea do fragmento degeneradas (seta 

longa). Coloração Hematoxilina Eosina na objetiva de 20x.  

 

20µm 
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Aos 45 dias de pós-operatório, notou-se ao exame histopatológico 

significativa diminuição da inflamação tanto dentro, quanto ao redor do fragmento 

ósseo. O processo inflamatório era focal e do tipo linfocitário, e em geral se 

localizava em regiões próximas à matriz degenerada. Não havia ossificação e nem o 

povoamento do interior da matriz do fragmento por células hematopoiéticas, que 

continuava a apresentar processo de degeneração. 

Aos 60 dias de pós-cirúrgico observou-se na interface entre o implante e o 

leito receptor maior organização da “cápsula” de tecido conjuntivo vascularizado com 

maximização da deposição de fibras colágenas e diminuição do processo 

inflamatório que era do tipo crônico e discreto. No interior do fragmento observou-se 

o mesmo padrão histopatológico. Não houve povoamento das lacunas ósseas por 

células hematopoiéticas e nem ossificação (escore 0 da Tabela 2). A matriz óssea 

do fragmento permanecia com processo degenerativo e ao seu redor observou-se 

células gigantes do tipo corpo estranho. 

 

 
 

7. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

 Diante dos resultados obtidos neste estudo, é possível notar (Tabela 4) que 

diante do escopo do trabalho em avaliar a formação neovascular (angiogênese) e 

infiltração vascular do fragmento ósseo, o grupo S2 (subcutâneo junto com omento) 

apresentou melhores resultados. Porém, mesmo apresentando bons resultados de 

neovascularização, o fragmento ósseo foi encapsulado e a reação de corpo estranho 

foi progressiva em todos os animais, sugerindo que o fragmento ósseo foi rejeitado e 

reabsorvido na espécie estudada, diante da metodologia utilizada neste trabalho. 
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Tabela 7 - Tabela de relação entre tempo e vascularização interna do fragmento 
ósseo. 

Tempo / Grupo S1 S2 S3 

7 Dias AUSENTE PRESENTE AUSENTE 

15 Dias AUSENTE PRESENTE AUSENTE 

30 Dias AUSENTE PRESENTE PRESENTE 

45 Dias PRESENTE PRESENTE PRESENTE 

60 Dias PRESENTE PRESENTE PRESENTE 

 

 

8. DISCUSSÃO 

 

A utilização de biomateriais é crescente em todas as áreas da cirurgia. A 

compreensão de suas reações, diante das diversas formas de preparo e aplicação, é 

necessária para que tenhamos alternativas acessíveis para atender as diversas 

situações em que nos deparamos.  

Neste modelo de estudo em coelhos, fragmentos de osso bovino foram 

confeccionados como um modelo de scaffold seguindo as características descritas 

por Agrawal; Ray (2001), Sachlos; Czemuszka, (2003ª) e Liu et al (2007). Como 

forma de conservação foram mantidos congelados durante 60 dias pois segundo  

Brown e Cruess (1982) o congelamento não interfere na osteoindução,Como forma 

de desproteinização antigênica e de esterilização seu preparo foi realizado em 

autoclave. A estrutura mecânica do fragmento foi mantida diante da metodologia 

realizada. Os resultados demonstram que os fragmentos implantados nos locais 

descritos no trabalho proporcionaram resposta tecidual semelhante entre eles no 

quesito resposta inflamatória, reações de corpo estranho e formação neovascular, 

podendo afirmar que o material apresentou biocompatibilidade semelhante aos 

enxentos comerciais seguindo os resultados de estudos realizados em ratos por 

Sicca et al. (2000), Cavassani et al. (2001) e Bengtson et al. (2006). 

 Diante da metodologia de preparo dos fragmentos utilizados neste estudo, 

pode se afirmar que não foi possível preservar as funções biológicas como a 

capacidade osteoindutora, devido à atividade osteogênica ser ausente em todos os 
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grupos. Tal fato estaria relacionado a exposição a alta temperatura ter degenerado 

todas as propriedades biológicas, mantendo somente a matriz mineralizada. Em 

estudo feito por Cavassani et al. (2001), que implantaram osso bovino conservado 

em glicerina a 98% no subcutâneo de ratos, os autores relatam que houve atividade 

osteoindutora e associou este fato de a glicerina além de remover a antigenicidade 

foi capaz de preservar as funções osteoindutoras, destacando-se principalmente a 

preservação das BMPs.  

Apesar de que altas temperaturas possam afetar a propriedade osteoindutora, 

a desproteinização pode ser influenciada. Oliveira et al. (2003) compararam a 

desproteinização de osso bovino a altas temperaturas sendo 100°C e a 1000°C, 

posteriormente implantado no subcutâneo de ratos. 

Neste estudo as amostras foram preparadas em autoclave a 121°C e 

implantadas além do subcutâneo com e sem a presença do omento, em sítio 

intraósseo. Os resultados histológicos foram semelhantes aos observados por 

Oliveira et al.  (2003) que discutem que as reações de corpo estranho mais intensa 

estão ligadas à preservação de parte do componente orgânico no material tratado a 

100ºC, sendo responsável pela indução de tecido reacional composto, em sua 

maioria, por macrófagos e concluíram que em ambos o preparo o material foi 

considerado inerte por não ativar o sistema imune e gerando somente reação local, 

porém o osso cortical bovino desproteinizado a 1.000°C proporcionou resultados 

mais favoráveis em relação ao desproteinizado a 100°C, tanto na análise histológica 

como enzimática, possivelmente devido à desproteinização mais eficiente. 

O grupo em que havia a presença do omento (S2) se destacou devido à sua 

precocidade na neovascularização tanto externa como porção interna do fragmento, 

confirmando as observações relatadas por Goldsmith (1973) em que é possível 

obter uma patente vascular do omento fora da cavidade abdominal. O omento é 

excelente fonte de células tronco mesenquimais, apresentando bom resultado 

proliferativo em estudo realizado por Pinto Filho et al. (2015). Destacando-se os 

relatos na literatura, a evidência da alta capacidade do omento neste estudo em 

promover a angiogênese foi apresentada no grupo S2 onde, aos sete dias, foi 

possível observar início de neovascularização na porção interna do fragmento, o que 

só ocorreu nos demais grupos a partir dos 30 dias.  
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Essa precocidade em promover patente vascular através do omento 

corrobora a observação feita por Ferrigno et al. (2010) que utilizaram o omento em 

fratura complexa e obtiveram consolidação precoce pelo tempo estimado, e os 

autores relacionaram este fato à presença do omento no foco de fratura, 

aumentando a vascularização local, consequentemente acelerando o processo de 

cicatrização óssea.  

Diante dos efeitos observados na histopatologia, é descrito que após a 

implantação do biomaterial num indivíduo, neste caso um tecido ósseo, inicia-se a 

reação inflamatória caracterizada pelo hematoma e liberação de fluido rico em 

glicoproteínas. Pelo mecanismo de quimiotaxia, células como neutrófilos, eosinófilos, 

monócitos e macrófagos são recrutadas para o local gerando a reação de corpo 

estranho, que, além de atividade fagocítica, estimulam a ação dos linfócitos, 

fibroblastos, osteoclastos e células polimorfonucleares (DAVIES; HOSSEINI, 2000). 

  Ato contínuo, o processo de angiogênese inicia-se com migração e 

proliferação de células endoteliais formando rede de capilares que constituirá o 

suporte vascular no local (DAVIES; HOSSEINI, 2000), ativando a ação das citocinas 

(IL-1 e IL-2) e fatores de crescimento (TGF-β, PDGF, IGF) e juntamente á BMP, 

proporcionará a diferenciação celular das mesenquimatosas pluripotenciais em 

matriz óssea e osso imaturo (GUTIERRES et al., 2006). Nos resultados deste estudo 

todos esses efeitos foram observados exceto o início de osteogênese. Este fato é 

correlacionado a não preservação da BMP nos fragmentos ósseos implantados. A 

reação de corpo estranho, apesar de não intensa, foi constante, e os fragmentos 

foram encapsulados seguido da degeneração do fragmento com processo de 

reabsorção óssea progressiva. A reação de corpo estranho constante pode ser 

justificada pela desproteinização insuficiente através do uso de autoclave, 

ressaltando o que cita Liu; Ma, 2004 em que Scaffolds de biomateriais naturais 

podem apresentar imunogenicidade e impurezas, com propriedades difíceis de 

serem controladas. 

Em relação ao grau de degeneração das amostras analisadas, não é possível 

descartar a hipótese de, pelo fato da origem desses ossos serem de frigorífico, não 

é possível saber quanto tempo ficou fora de refrigeração do abate até seu preparo, 

podendo ter grande influência nos resultados deste trabalho. 
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9. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se com este estudo que diante desta metodologia de preparo de 

implante ósseo xenógeno, provavelmente não houve remoção completa da 

antigenicidade, nem mesmo a preservação das BMPs, mas foi possível afirmar que 

o contato com o omento foi capaz de aumentar a angiogênese nos fragmentos 

implantados em comparação com os demais locais. 
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