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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

Biomaterial é uma substância inerte, de origem natural ou sintética, utilizada para 

substituir, aumentar ou melhorar tecidos e órgãos. A formação óssea direcionada 

por um biomaterial envolve o estímulo para proliferação e diferenciação de células 

mesenquimais em células de padrão osteogênico. Células mesesenquimais podem 

ser derivadas de tecido adiposo, e representam uma fonte acessível, disponível e 

abundante de células osteogênicas. O Lumina Porous®, é um material para 

xenoenxerto que será utilizado neste trabalho, com características que favorecem a 

absorção de proteínas endógenas e fatores de crescimento que atuam como 

indutores de diferenciação celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 

biocompatibilidade, formação de tecido fibroso, e indução de diferenciação de 

células mesenquimais. Foram utilizados 32 ratos wistars machos, com idade de 4 

meses. Foram formados dois grupos: controle e trabalho, sendo que cada grupo foi 

analisado nos períodos de 7, 14 e 28 dias (4 animais por grupo e período). No grupo 

de trabalho foi implantado o material para enxerto, enquanto o grupo controle 

somente passou pelos procedimentos cirúrgicos, sem receber o material. No 

procedimento cirúrgico, foi realizada uma incisão e divulsão do tecido conjuntivo 

subcutâneo até a formação de uma bolsa no seu interior, na qual foi implantado o 

enxerto do material. A eutanásia foi induzida por injeção de Tiopental em conjunto 

com lidocaína, nos períodos indicados. As peças obtidas foram processadas 

histologicamente, e os cortes foram corados pela hematoxilina e eosina (análise do 

processo inflamatório), e Picrossiriu-red, contra corados com Hematoxilina de Harris 

(birrefringência para verificar formação fibrose). Os resultados indicaram que o 

processo inflamatório ocorreu de forma mais intensa no grupo tratado aos 7 dias, em 

relação aos Morfonucleares (p<0,05). Nos períodos de 14 e 28 dias a maior 

intensidade da inflamação ocorreu no grupo controle (p<0,05). Os 

Polimorfonucleares estiveram em menor número no grupo tratado, em todas os 

períodos analisados (p<0,05). A formação de fibras colágenas foi maior no grupo de 

trabalho aos 7 dias, mas tornou-se igual ao controle nos demais tempos de análise 

(p>0,05). Não houve formação de tecido ósseo próximo a membrana implantada. 

Assim, o material utilizado mostrou-se biocompatível, mas suas propriedades devem 
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ser verificadas quando utilizado para regeneração óssea, pois há sinais de menor 

colageneização da área em que foi utilizado. 

 

Palavras chave: Xenoenxerto. Fibrose. Tecido ósseo. Diferenciação celular 
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1.1 OBJETIVOS 

 

Avaliar a biocompatibilidade, formação de tecido fibroso e indução de diferenciação 

de células mesenquimais, uma vez implantando em subcutâneo de ratos. 
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2 METODOLOGIA  

 

Esta pesquisa foi avaliada e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais, da Universidade Sagrado Coração, sob nº 02/2014. 

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos, com idade de 4 meses, pesando 

entre 350 e 400g. Todos os animais receberam cuidados humanos, em um ambiente 

controlado com temperatura de 20±2ºC e ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os 

animais tiveram livre acesso à ração padrão (22% de proteína bruta, 1,4% de cálcio, 

0,6% de fósforo e micronutrientes em concentrações adequadas) e água ad libitum e 

foram acondicionados em caixas plásticas (5 animais por caixa).  

Os animais foram divididos em 2 grupos: controle e de trabalho, contendo 4 

animais cada, para determinação do período de análise, nos seguintes tempos: 7, 14 

e 28 dias. 

Os animais do grupo de trabalho receberam implantes de matriz óssea 

xenógena liofilizada (Lumina Porous®), subcutaneamente, na região dorsal superior 

direita. Os animais do grupo controle passaram pelas mesmas etapas cirúrgicas do 

grupo de trabalho, sem receber o material implantado. 

 

2.1 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS PARA A IMPLANTAÇÃO DO ENXERTO 
ÓSSEO 

 

Para os procedimentos cirúrgicos, os animais receberam medicação 

anestésica à base de cloridrato de xilazina (Anasedan - 10mg∕Kg) e quetamina 

(Dopalen - 80 mg/kg), via intraperitoneal (IP).  Após a anestesia,foi realizada a 

tricotomia na região dorsal superior direita e antissepsia com solução 

depolivinilpirrolidona (PVP-I) a 1 % (ou Dermoidine – Gessy Lever Industrial Ltda.). 

Em seguida, foi realizada uma incisão linear de aproximadamente 1cm de extensão 

com lâmina de bisturi n° 15C (Figura 1). 

 



9 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 - Incisão realizada no dorso do animal 

 

A divulsão do tecido conjuntivo subcutâneo de ambos os lados da incisão foi 

feita com tesoura romba até a formação de uma bolsa no seu interior (Figura 2), na 

qual foi implantado o material. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 – Divulsão tecidual abrindo espaço para a colocação do material. 

 

Nesta bolsa, as partículas de matriz óssea xenógena liofilizada 

(LuminaPorous) foi colocada cuidadosamente (Figura 3). Ato contínuo, os retalhos 

foram recolocados sem posição e suturados com fio de nylon nº 4-0 (Ethicon – 

Johnson & Johnson). Após a sutura, foi realizada a antissepsia sobre a área 

cirúrgica com gaze embebida em solução de álcool iodado.  
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Fig. 3 – Partículas do material xenógeno que será posicionado no local. 

 

2.2 OBTENÇÃO DAS PEÇAS PARA ANÁLISE HISTOMORFOLÓGICA E 
MORFOMÉTRICA 
  

Decorridos 7,14 e 28 dias após o ato cirúrgico, os animais foram eutanasiados 

por meio de injeção de Tiopental, na dose de 150mg/kg, IP, em conjunto com 

lidocaína (10mg/mL).  As peças contendo o implante foram removidas e fixadas em 

formol a 10% tamponado. Após processamento laboratorial de rotina, as peças 

foram incluídas em parafina para possibilitar a microtomia. Os cortes, semiseriados, 

com 5 µm de espessura foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) para análise 

histológica (Figura 4), em microscopia de luz, das peças obtidas. Para a análise de 

birrefringência, os cortes foram corados com Picrossírius-red e contra corados com 

Hematoxilina de Harris (Figura 5).  

A resposta biológica tecidual foi determinada em função das alterações 

inflamatórias (infiltrado inflamatório) e dos processos reparatórios (grau de 

fibrosamento, proliferação angioblástica e fibroblástica).  

 

 

 



11 

 

 

 

 

 

 

  

FIG. 4 – Corte histológico da região corado com HE. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG. 5 – Coloração com hematoxilina de Harris, sendo submetida à análise 
de birrefringência. (Pricossirius-Red) 
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3 RESULTADOS 
 

 Todos os animais, tanto do grupo controle como do grupo de trabalho 

passaram pelos procedimentos cirúrgicos previstos e foram eutanasiados nos 

períodos de 7, 14 e 28 dias. Não foram realizadas análises para o período de 60 

dias proposto inicialmente. 

 As peças anatômicas removidas foram encaminhadas ao laboratório de 

histotécnica, processados, e as lâminas histológicas foram obtidas e coradas. 

 

3.1 CÉLULAS INFLAMATÓRIAS 
  

Foi realizada a contagem das células inflamatórias mononucleares e 

polimorfonucleares nos respectivos tempos de análise. Os dados estão dispostos na 

Tabela 1. 

Tab. 1 – Número de células mononucleares e polimorfonucleares, considerando-se 
os grupos e tempos de análise 

Mononucleares 7 dias 14 dias 28 dias 

Grupo controle 91±1,9 96,75±0,25 97,25±0,4 

Grupo trabalho 100,5±0,28 47,5±4,5 66,25±0,85 

 P=0,0018 P=0,002 P=0,0001 

Polimorfonucleares    

Grupo controle 32,25±0,85 35,25±0,25 36,25±0,25 

Grupo trabalho 22,75±1,2 22,5±2,0 19,5±0,64 

 P=0,0001 P=0,009 P=0,0001 
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Foram realizadas análises estatísticas entre os diferentes tempos de 

tratamento dentro dos mesmos grupos, e entre os diferentes grupos, nos mesmos 

tempos de tratamento. O teste utilizado para estas análises foi o teste T não 

paramétrico, seguido pelo Teste de Welch. 

Para as células mononucleares: 

Foi observado um aumento no número de células, entre os 7 e 14 dias do 

grupo controle (P=0,05), O aumento no número destas células continuou, conforme 

observado entre o período de 14 e 28 dias (P=0,6). Apesar deste aumento ter 

ocorrido, não foi estatisticamente significante (P<0,05). 

No grupo de trabalho foi observada uma diminuição destas células entre os 

períodos de 7 e 14 dias (P=0,0013). Entre os períodos de 14 e 28 dias o número de 

células aumentou (P=0,0023). A variação ocorrida neste grupo foi estatisticamente 

significante (P<0,05). 

Quando comparados os tempos de tratamento entre os grupos, aos 7 dias, o 

número de células mononucleares foi maior no grupo de trabalho (P<0,05), enquanto 

nos períodos de 14 e 28 dias a quantidade de células no grupo de trabalho foi menor 

em relação ao controle (P<0,05). 

Para as células polimorfonucleares: 

No grupo controle as células PMN tiveram um aumento ao longo do período 

de observação, tanto entre os períodos de 7 e 14 dias (P=0,03) e entre 14 e 28 dias 

(P=0,03), ambos estatisticamente significantes (P<0,05). No grupo de trabalho, a 

variação no número de células entre 7 e 14 dias (P=0,92) e entre 14 e 28 dias 

(P=0,64) não foram significantes (P<0,05). 

A comparação entre os grupos, em cada período, mostrou um menor número 

de PMN no grupo de trabalho, em todos os tempos analisados (P<0,05). 
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3.2 ANÁLISE DE BIRREFRINGÊNCIA 
  

Os cortes histológicos do tecido conjuntivo dos períodos de 7, 14 e 28 dias, de todos 

os grupos, foram corado solução de Picrosirius Red para que as imagens 

provenientes da região da membrana fossem capturadas posteriormente sob luz 

polarizada. Foram obtidas imagens de 4 campos de cada espécime, por meio de um 

microscópio invertido binocular Leica® (DM IRB/E) do Centro Integrado de Pesquisa 

da FOB/USP, considerando um aumento de 10x. As regiões contendo tecido 

conjuntivo não relacionado ao reparo ao redor da membrana, foram excluídas da 

região de interesse com o software Adobe Photoshop (versão CS6). A quantificação 

da intensidade do brilho de birrefringência foi posteriormente realizada utilizando o 

programa KS 300/400 com AxioVision (versão 4.8, CarlZeiss), sendo definidos os 

espectros para cor verde, amarela e vermelha, seguindo valores de RGB (Red, 

Green e Blue). As imagens foram então binarizadas para cada espectro de cor, e a 

quantidade em pixels2 de cada cor correspondente à área total delimitada para 

região da membrana foi mensurada.  

 Os valores das médias obtidas para cada tipo de fibra, bem como do total 

referente à soma de fibras verdes, amarelas e vermelhas, foram submetidos a 

análise estatística. Para tanto, foi aplicado o teste Shapiro Wilk para analisar a 

distribuição dos dados, os quais apresentaram-se fora da distribuição de 

normalidade. Posteriormente, para analisar as diferenças entre os grupos para fibras 

verdes (G), amarelas (Y), vermelhas (R) e totais (T), foram aplicados o teste não-

paramétrico Kruskal-Wallis test seguido de Dunn's. Todos os testes estatísticos 

foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.0 softwares (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA). Os grupos diferentes entre si, dentro de cada 

tipo de fibra (G, Y, R e T), estão identificados com letras minúsculas iguais (P<0,05) 

(Figura 6).  

 Assim, as diferenças entre as fibras foram observadas somente no período 

de 7 dias, nas fibras verdes e amarelas (maiores no grupo trabalho) (P<0,05), 

mostrando que neste período, no grupo de trabalho, houve uma maior produção de 

fibras colágenas. Esta maior quantidade tornou-se similar ao grupo controle nos 
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períodos seguintes. Nos demais períodos não foram observadas diferenças 

significativas. 

 

FIG.6 – Análise de birrefringência aos 7, 14 e 28 dias. Para relevância estatística, 
grupos diferentes entre si, dentro de cada tipo de fibra (G, Y, R e T), estão 
identificados com letras minúsculas iguais (P<0,05). 



16 

 

4 CONCLUSÃO 
 

O desenvolvimento de novos materiais para confecção de membranas, 

visando um melhor resultado na área utilizada tem sido alvo de diversos estudos. A 

proposta deste trabalho foi avaliar o Lumina Porous®, um material para xenoenxerto, 

lançado recentemente no mercado.   

Os biomateriais oriundos de animais são denominados de xenoenxertos e têm 

sido amplamente estudados como alternativa ao enxerto autógeno. Quando 

adequadamente processados e livres de patógenos, apresentam-se biocompatíveis 

e osteocondutores, com a vantagem da grande disponibilidade, ocupando um papel 

de destaque no auxílio ao reparo ósseo (CASTRO-SILVA et al., 2009). Portanto, 

nosso objetivo foi verificar a biocompatibilidade, formação de tecido fibroso, e 

indução de diferenciação de células mesenquimais, com consequente formação 

óssea ectópica da membrana estudada. 

Na avaliação da biocompatibilidade, notou-se que o material possui uma 

ótima resposta inflamatória. A quantidade de células inflamatórias MNs presentes na 

área do material foi maior que a do controle, aos 7 dias, e tornou-se menor que o 

controle aos 14 e 28 dias. Houve predominância, nos três períodos analisados de 

células MNs, em relação aos PMNs. O mesmo tipo de células foi encontrado por 

Gasque et al. (2008), em seu grupo controle, mostrando um infiltrado com 

predomínio de macrófagos. 

A presença de um infiltrado inflamatório mais intenso no grupo controle que 

no grupo que utilizou o material já tinha sido observado anteriormente por Rezende 

Neto (2011) em sua tese de doutorado, trabalhando com uma membrana colágena. 

Embora os materiais utilizados tenham sido diferentes, nessa ocasião este autor 

atribui o acontecimento a proteção mecânica da ferida, e não à composição fiscio-

química do material que utilizou em seu estudo. O fato é que em nosso estudo 

também foi observado a reação inflamatória mais intensa no controle, aos 14 e 28 

dias, que no grupo que utilizou o material. Portanto, há necessidade de melhor 

avaliação da resposta inflamatória deste material. 
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A presença de uma reação inflamatória mais branda no grupo tratado com a 

membrana forneça melhores condições para que o processo cicatricial evolua. 

Sabe-se que a inflamação é absolutamente necessária ao processo de 

reparo, embora, quando se manifeste em elevada intensidade ou se mantenha por 

tempo demasiado, este fenômeno seja o principal agente retardador da cicatrização 

(PEREIRA PINTO et al., 1997). 

Ao longo do tempo também se percebe que as células MNs predominam, mas 

vão diminuindo seu número com o decorrer do tempo. Isso demonstra que o 

processo inflamatório é mais intenso nos períodos iniciais, mas vai entrando em 

remissão com o passar do tempo, característica de um processo inflamatório normal. 

Resultados semelhantes foram observados por Zhao et al., 2000, que também 

encontrou uma reação inflamatória inicial causada pelo trauma da implantação e 

resolvida em 10 dias. 

Na análise de birrefringênia pudemos notar que aos 7 dias há uma maior 

formação inicial de fibras colágenas em relação ao controle. Após este período 

inicial, a formação de todos os tipos de fibras torna-se semelhante ao grupo controle 

(p>0,05). Ao mesmo tempo em que podemos inferir que a produção de colágeno 

semelhante ao controle contribuiria para não ocorrer fibrose, com prejuízo à 

formação óssea,  a colagenização, por sua vez, representa um fator de suma 

importância durante o processo de cicatrização, uma vez que o colágeno é o 

principal componente dérmico responsável pelo restabelecimento da pele após 

injúria (DIELGEMAN & EVANS, 2004). Assim, outros estudos que avaliem o tempo 

de cicatrização são necessários, principalmente quando o material for utilizado 

diretamente em tecido ósseo, para verificar o processo de regeneração. 

Além da avaliação da biocompatibilidade de biomateriais, o tecido subcutâneo 

também permite investigar a ocorrência de calcificação destes dispositivos, evento 

indesejável em alguns casos (CHANDY et al., 1996). O material testado neste 

estudo também mostrou ausência de calcificação, sendo uma característica 

favorável às suas propriedades.  

Portanto, o Lumina Porous®, um material para xenoenxerto, possui 

características de biocompatibilidade, sem apresentar alterações relacionadas à sua 
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calcificação, mas que atua na deposição de colágeno de forma inibitória. Maiores 

esclarecimentos de seu comportamento biológico na regeneração do tecido ósseo 

são necessários. 
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