
Artigo Original de Pesquisa
Original Research Article

Avaliação ultraestrutural comparativa de 
biomaterial particulado de origem ovina

Comparative ultrastructure evaluation of 
particle biomaterial of ovine origin

João César Zielak1

Patrícia Locatelli1

Sônia Pozzan1

Allan Fernando Giovanini1

Tatiana Miranda Deliberador1

Cícero de Andrade Urban1

Flares Baratto-Filho1

Endereço para correspondência: 
Corresponding author:
João César Zielak
Rua Professor Pedro Viriato Parigot de Souza, n.º 5.300 – Campo Comprido
CEP 81280-330 – Curitiba – PR
E-mail: jzielak2@gmail.com

1 Faculdade de Odontologia, Universidade Positivo – Curitiba – PR – Brasil.

Recebido em 13/9/2010. Aceito em 7/10/2010.
Received for publication: September 13, 2010. Accepted for publication: October 7, 2010. 

Resumo

Introdução: Os biomateriais de enxerto ósseo xenogênicos têm 
sido alvo de grande interesse científico. A fácil aplicação clínica e 
o baixo custo atraem profissionais e pacientes. Como alternativa 
ao biomaterial bovino é possível desenvolver o ovino. Objetivo: 
Comparar por microscopia eletrônica de varredura a ultraestrutura 
de biomaterial particulado de origem ovina com ossos equino e 
bovino disponíveis comercialmente, além de osso humano proveniente 
de um banco de tecidos musculoesqueléticos. Material e métodos: 
Osso mandibular de ovelha, oriundo de criadouro local, submetido 
à moagem e a protocolo químico e físico para esterilização foi 
comparado com variadas partículas de biomateriais. Avaliaram-se 
as imagens obtidas quanto à quantidade e área de porosidades 
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(χ2), rugosidade visual da superfície e relação Ca/P. Resultados: 
Não houve diferenças significativas entre as imagens das amostras, 
mesmo assim porosidades e rugosidades mais expressivas foram 
observadas nas partículas de osso bovino. Conclusão: Em relação 
à porosidade, o osso ovino experimental apresentou características 
mais semelhantes às do osso humano do que os ossos equino e 
bovino. Quanto à rugosidade visual, o osso equino foi o que mais 
se aproximou do humano, seguido pelo osso ovino e pelo bovino. 
No que diz respeito à relação Ca/P, o osso ovino evidenciou o menor 
valor e mais distante do osso humano; depois vieram o equino e 
o bovino.

Abstract

Introduction: Xenogenic bone grafting biomaterials have been vastly 
studied. Easy clinical use and low cost have attracted professionals 
and patients. Alternatively to bovine biomaterial, ovine biomaterial 
can be developed. Objective: To compare by scanning electron 
microscopy the ultrastructure of a particle ovine biomaterial to 
equine and bovine commercially available biomaterials, besides to 
human bone from a tissue bank. Material and methods: Ovine 
mandibular bone, from a local sheep farm, was ground and 
submitted to a chemical and physical sterilization protocol to be 
compared to different biomaterial particles. Images were obtained 
and evaluated according to the quantity and area values of porosities 
(χ2), visual surface roughness, and Ca/P ratio. Results: There was no 
statistical difference among the sample images; however, the bovine 
particles presented marked porosities and roughness. Conclusion: 
In relation to porosity, experimental ovine bone presented closer 
characteristics to human bone than equine and bovine. Regarding 
to surface roughness, equine bone was the most similar to human 
bone, followed by ovine and bovine. Concerning to Ca/P ratio, ovine 
bone presented the lowest and most distant value from human bone, 
followed by equine and bovine. 
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Introdução

Em Odontologia, caso aconteça perda óssea 
grande, os enxertos tornam-se indispensáveis para 
correção estética e funcional. Costa e Veinstein [4] 
relatam a divisão clássica dos enxertos: 1) autógenos 
ou autoenxertos, quando o tecido é transferido de 
uma região (sítio doador) para outra (sítio receptor) 
no mesmo indivíduo, não provocando reação imune; 
2) alogênicos, homógenos ou homoenxertos, tecidos 
enxertados entre indivíduos da mesma espécie 
com genes não idênticos, como o osso fresco, 
congelado, liofilizado (FDBA), desmineralizado e 
liofilizado (DFDBA); 3) aloplásticos, corpo estranho, 
inerte, produzido de modo sintético, utilizado para 
implantação nos tecidos, como fosfato de cálcio, 
hidroxiapatita, biocerâmicas, além de outros tipos; 
e 4) xenoenxertos, heteroenxertos ou heterólogos, 

realizados entre indivíduos de espécies diferentes, 
como, por exemplo, de origem animal, como é o 
caso do osso bovino, mais comum, ou osso de 
outro animal de criadouros, como o osso equino. 
Em cada tipo de enxerto há diferentes materiais 
empregados, aqui genericamente chamados de 
biomateriais de enxerto.

Os materiais não autógenos da classificação 
anterior têm suscitado grande interesse por parte de 
profissionais, uma vez que o procedimento cirúrgico 
é mais rápido, pois o material a ser enxertado se 
encontra preparado, necessitando apenas do sítio 
receptor, o que diminui os riscos em virtude da não 
existência da ferida doadora, característica muito 
vantajosa para o paciente [5, 14].

Os critérios de seleção de um biomaterial e as 
técnicas de processamento dele devem ser eficientes 
e seguros. Entendendo a natureza do processamento, 
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particularmente a influência das várias técnicas de 
preservação biológicas e biomecânicas e/ou processos 
de incorporação e associação entre materiais, 
seleciona-se cada biomaterial de acordo com o 
objetivo da reconstrução cirúrgica. Hoje em dia a 
disponibilidade de diferentes biomateriais aumentou, 
e a agilidade na conquista de técnicas de tratamento 
oportunizou formas inovadoras de superação dos 
inúmeros desafios reconstrutivos, além de oferecer 
de maneira satisfatória a muitas pessoas uma 
alternativa a mais no tratamento [15].

O uso do osso bovino como fonte de matéria-
prima na produção de biomaterial de enxerto vem 
sendo estudado há tempos [20]. Após a coleta, faz-se o 
processamento do osso para remover restos celulares, 
lipídios e proteínas. É possível que essas substâncias, 
de grande potencial para a ativação do sistema imune 
do receptor, interfiram na biocompatibilidade do 
enxerto. O tratamento do osso com peróxidos na 
descelularização da matriz ajuda a manter o complexo 
colágeno-apatita e produz uma resistência mecânica 
mais alta do biomaterial obtido [24].

A superfície de um material mostra-se capaz 
de influenciar a colonização celular. Marins et al. 
[9] caracterizaram as partículas de um biomaterial 
bovino orgânico por microscopia eletrônica de 
varredura e avaliaram sua aplicação in vivo (em ratos) 
por microscopia de luz. Os resultados demonstraram 
que o material estudado, com sua microarquitetura 
preservada, é vagarosamente absorvido e pode 
servir como espaço para preenchimento das células, 
permitindo a angiogênese, a migração celular, a 
adesão e a neoformação óssea nas bordas da lesão 
na qual foi enxertado.

Assim como os bovinos, outros animais criados 
de modo regular em grande escala são fonte na 
produção de biomateriais de enxerto. Ao comparar, 
por exemplo, o rebanho bovino com o ovino, alguns 
fatores são levados em consideração: ambos podem 
ser alimentados apenas com capim, uma vez que 
são ruminantes; os ovinos adaptam-se melhor às 
condições climáticas e requerem espaço físico menor 
de pastagens; além disso, o início da reprodução e 
do abate deles fica entre 6 e 9 meses [13], enquanto 
os bovinos em geral precisam completar 24 meses 
para o abate [23]; o período de gestação de ovinos 
é de somente cinco meses, já o dos bovinos é o 
dobro [13, 17]. 

A possibilidade da transmissão de doenças 
torna-se outro fator relevante e que causa apreensão 
quando se fala em biomateriais de origem animal. 
Entre as mais temidas no que se refere aos bovinos 
ou ovinos, estão as encefalopatias espongiformes 
transmissíveis (EETs), que podem ser ocasionadas 

pelo acúmulo de glicoproteínas modificadas nos 
tecidos nervosos dos indivíduos. As glicoproteínas 
modificadas pertencem a uma classe de substâncias 
chamada príons. Como se sabe, as EETs em 
humanos têm o mesmo agente causador das 
encefalopatias bovinas e ovinas [25], no entanto, 
apesar de resistentes, existem métodos para 
neutralizar os príons [12].

Como os relatos de estudos com biomaterial 
de or igem ov ina são escassos, o objet ivo 
deste trabalho foi comparar, por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), a ultraestrutura de 
biomaterial experimental particulado de origem 
ovina com ossos equino e bovino disponíveis 
comercia lmente e com part ículas de osso 
humano proveniente de um banco de tecidos 
musculoesqueléticos.

Material e métodos

Ret irou-se o biomateria l ov ino de osso 
mandibular de ovelha (Suffolk) com 6 meses 
de idade, oriunda do criadouro Cabanha Kulik, 
localizado no bairro Barreirinha, Curitiba, Paraná. 
O animal foi abatido para fins alimentícios por 
funcionário do estabelecimento, e a cabeça, 
descartada. O mesmo funcionário levou a cabeça 
ao congelador (-12°C). Depois, em laboratório, a 
mandíbula foi separada e teve sua superfície limpa 
por meio da remoção de tecidos moles residuais 
(periósteo e inserções musculares) por raspagem 
com faca e bisturi (Duflex, Curitiba, Paraná, Brasil). 
Em seguida, a mandíbula foi lavada em água corrente 
e dividida em fragmentos de aproximadamente 
2,0 x 1,0 x 0,5 cm. Submeteu-se uma parte dos 
fragmentos aos seguintes processamentos: 1) 
imersão em hipoclorito de sódio a 2% a 20ºC por 
12 horas, 2) lavagem em água corrente (2 minutos), 
3) imersão em solução de metabissulfito de sódio a 
2% por 3 minutos para a inativação do hipoclorito, 
4) nova lavagem em água corrente (2 minutos), 5) 
secagem por calor seco a 20ºC por 2 horas, 6) 
moagem dos fragmentos em moedor de osso elétrico 
(Kopp, Curitiba, Paraná, Brasil) e 7) calor úmido 
(autoclave) por 20 minutos a uma temperatura de 
135ºC. Da mesma forma, moeu-se um pequeno 
fragmento ósseo não contaminado, dispensado de 
procedimento cirúrgico e proveniente do banco de 
tecidos musculoesqueléticos do Hospital de Clínicas 
da Universidade Federal do Paraná.

A seguir, algumas partículas de ossos ovino e 
humano foram armazenadas em desecadora com 
sílica, montadas em suporte para MEV e metalizadas 
(Baltec, Balzers, Alemanha). Outros fragmentos 
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de biomateriais disponíveis no mercado também 
foram metalizados e montados em suporte: osso 
equino (BGS-05 Esponjoso, Bio-gen, Bioteck, Chieri, 
Torento, Itália) e bovino (Genox Inorg Esponjoso, 
Baumer, Mogi-Mirim, São Paulo, Brasil). Levaram-
se os suportes ao microscópio eletrônico para 
avaliação morfológica ultraestrutural e química da 
superfície (espectroscopia de energia dispersiva de 
elétrons) (SEM-EDS, JSM 6360-LV, Jeol, Japão). As 
imagens obtidas foram analisadas e comparadas 

com auxílio de um programa de análise de imagens 
(Image Tool 3.00, Centro de Ciências da Saúde da 
Universidade do Texas, EUA).

Resultados

Por intermédio da análise das imagens de 
MEV observaram-se o aspecto visual da rugosidade 
superficial e a porosidade das partículas em aumento 
de 30, 150, 1.500 e 10.000 vezes (figura 1). 

Figura 1 – Imagens da superfície dos biomateriais do estudo

A quantidade de poros e as suas áreas 
foram mensuradas. A aná l ise estat íst ica 
(χ2) dos dados demonstrou discrepâncias 
significativas entre o osso ovino experimental 

e os demais disponíveis comercia lmente 
(equino e bovino), mas não houve diferença 
expressiva em relação ao osso humano (tabela 
I e gráfico 1).

Osso humano Osso ovino

Osso equino® Osso bovino®
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Tabela I – Análise comparativa (χ2) da quantidade e da área de poros na superfície dos biomateriais

Osso humano Osso ovino Osso equino® Osso bovino®

Osso humano 1,000000 0,040612 0,001803
Osso ovino 1,000000 0,085828 0,007441

Osso equino 0,040612 0,085828 1,000000
Osso bovino 0,001803 0,007441 1,000000 0,001803

Gráfico 1 – Comparativo de áreas de poros (µm2) entre os biomateriais

Na tabela II consta a relação Ca/P nos biomateriais averiguados, os quais evidenciaram valores de 
3,3 para o osso humano, 2,0 para o ovino, 2,7 para o equino e 2,9 para o espécime bovino.

Tabela II – Distribuição, em peso (%), de cálcio (Ca) e fósforo (P) na superfície das partículas dos biomateriais com 
análise por EDS (energia dispersiva de elétrons)

Osso humano Osso ovino Osso equino® Osso bovino®

Ca 28.17 49.32 37.12 34.19
P 8.41 23.82 13.66 11.50

Discussão

A escolha por uma fonte de matéria-prima 
para a produção de um determinado produto deve 
levar em conta vários fatores, entre eles custos, 
rendimento e sobretudo sustentabilidade. Dos 
modelos animais de criação extensiva já inseridos 
na sociedade, os ovinos parecem estar à frente dos 
bovinos, pois um rebanho de ovelhas e carneiros 
pode levar, no uso de um mesmo espaço, à maior 
produção de massa e em menor tempo do que um 
rebanho de bois. Desse modo, imagina-se também 
que, para uma mesma produção de massa, um 
espaço menor seja necessário para a criação de 
ovinos e, portanto, há menos desmatamentos, um 
dos maiores causadores de devastação ambiental 
nos dias de hoje [16, 21].

Apesar de o objetivo do presente trabalho 
não passar pela caracterização dos príons nas 
partículas avaliadas, o protocolo apresentado 
considerou a regulamentação vigente, visando 
à biossegurança na produção de biomateriais 
xenogênicos: uso de animais livres de príons 
(o Brasil tem baixo risco de contaminação nos 
rebanhos); utilização do osso como matéria-
prima, um tecido de baixa infecção de príons; e 
processamento capaz de inativar os príons [3]. 
Portanto, propôs-se uma associação de técnicas 
químicas e físicas para inativação dos príons, de 
acordo com orientações indicadas por organismos 
internacionais [12], com desinfecção por oxidação 
em hipoclorito de sódio, mais aplicação de calor 
úmido (autoclave).
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Ogurtan et al. [11] relataram a superioridade 
do osso bovino particulado aplicado em defeitos 
experimentais in vivo. Nesta investigação não se 
avaliou o tamanho das partículas produzidas pelo 
moedor elétrico. Na clínica também há outros 
tipos de moedores disponíveis: pilão manual e 
catraca. Uma característica interessante do moedor 
elétrico é fazer partículas em lascas (chips), com 
uma pequena espessura (0,5-1 mm, segundo o 
fabricante), que ocupam uma área relativamente 
grande. Apesar da variação da área, o moedor 
elétrico produz fragmentos de aspecto mais regular 
do que as partículas de moedor do tipo catraca 
ou pilão manual, com frequência empregados nas 
técnicas cirúrgicas [10]. Acerca das partículas dos 
biomateriais comerciais da presente pesquisa, de 
acordo com os fabricantes ambas tinham entre 0,5 
e 1 mm de tamanho.

Em aspectos gerais, a ultraestrutura do osso 
bovino comercial demonstrou as características 
mais distintas em relação às dos outros materiais: 
grande porosidade e estrutura de aspecto semelhante 
a inúmeros agregados de pequenas unidades, 
provavelmente cristais de hidroxiapatita, ou seja, a 
parte inorgânica do osso bovino que permaneceu 
após a ação do bioprocesso a que o espécime foi 
submetido (figura 1).

Por outro lado, quanto ao aspecto visual da 
rugosidade de superfície (figura 1), o osso equino 
foi o que mais se aproximou do humano. Conforme 
o fabricante, o processamento a que esse osso se 
sujeitou é enzimático e ocorre a 37ºC, favorecendo 
a manutenção de uma superfície mais semelhante 
à situação in vivo. No entanto Śmieszek-Wilczewska 
et al. [22] asseguram que o bioprocesso de 
obtenção do osso equino atinge a temperatura de 
125ºC. No geral, ainda no tocante à rugosidade 
superficial visualmente observada, distanciando-se 
da similaridade com o osso humano, após o osso 
equino veio o osso ovino experimental, seguido 
pelo bovino.

A análise quantitativa revelou porosidades 
de tamanhos e quantidades irregulares (tabela I 
e gráfico 1), demonstrando maior variação nas 
partículas de osso bovino. A presença de poros nos 
materiais pode ser importante, pois, de acordo com 
o já exposto, a colonização celular do tecido ósseo 
é facilitada com a existência de poros. Estes devem 
ter tamanhos que variam de 50 a 100 micrômetros 
para que ocorram boa vascularização e colonização 
celular, de maneira a diminuir riscos de infecção 
[26]. Leonel et al. [7] descreveram a importância 
de poros na superfície dos biomateriais, por ser 
uma condição fundamental para a estabilização 

e a incorporação destes pelos tecidos vivos. A 
existência de porosidade nos materiais de enxerto, 
seu diâmetro, a conformação e a presença de 
intercomunicações são características essenciais que 
auxiliam a migração celular para o interior de tais 
implantes, permitindo ou não a neoformação óssea. 
O osso bovino do presente trabalho apresentou 
porosidades com áreas bem superiores a 100 
micrômetros quadrados, enquanto os demais 
biomateriais (ossos equino, ovino experimental e 
humano) demonstraram porosidades menores e de 
tamanhos parecidos (gráfico 1). 

Como o tamanho dos poros pode influenciar 
a vascularização do enxerto, entende-se que, 
quanto maior a porosidade do biomaterial, maior 
a possibilidade de absorção das partículas do 
biomaterial e por conseguinte maior substituição 
por novo tecido ósseo, como foi o caso do osso 
bovino desta pesquisa. Ainda em outro estudo 
sobre o osso de boi usado no presente trabalho, 
nota-se que a temperatura de desproteinização 
utilizada no processo (até 1.000ºC) é capaz de 
modificar também a resposta biológica e que esse 
processamento favorece o reparo ósseo [14]. Por 
outro lado, um grande aumento da temperatura 
gera modificações permanentes na estrutura e 
na cristalinidade da matriz óssea, tornando-a 
rica em compostos insolúveis [8], o que pode 
reduzir sua absorção no local de enxerto e 
consequente substituição óssea, além de contribuir 
potencialmente para uma neoformação óssea com 
menor resistência mecânica, graças à presença de 
partículas envolvidas por tecido conjuntivo, inertes 
e que não participam do remodelamento tecidual, 
particularidade importantíssima à renovação do 
osso [19].

No que diz respeito à relação Ca/P de um 
biomaterial, sabe-se que pode inf luenciar a 
qualidade do reparo. Tal relação está diretamente 
ligada à solubilidade em meio fisiológico e, quanto 
menor, maior a biodegradação. Por exemplo, 
partículas de biomateriais como as de trifosfato de 
cálcio (TCP) têm 1,50 e de hidroxiapatita pura (HAp) 
1,67 [27]. Mesmo com as maiores quantidades de 
cálcio e fosfato (tabela II), o osso ovino experimental 
apresentou a menor relação Ca/P. Isso pode refletir 
em maior grau de biodegração do que os outros 
biomateriais da amostra. Ainda assim, um longo 
caminho de investigações deve ser percorrido a 
fim de se observar a legitimidade do bioprocesso 
aqui exposto. O estudo da microarquitetura de 
um determinado biomaterial precisa passar por 
avaliações funcionais, com o intuito de conhecer 
outras características relevantes à colonização 
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celular. Pesquisas in vitro, por exemplo, que 
comprovem a eficácia na inativação dos príons e 
a cultura celular na presença do biomaterial ovino 
são perspectivas futuras. Já se tem conhecimento 
de que o oxigênio livre gerado na decomposição de 
peróxidos [18], as variações de temperatura e pressão 
[1] e a radiação [2] dos processos físicos e químicos 
[6] de esterilização alteram morfologicamente 
várias biomoléculas, tais como proteínas, lipídios, 
aminoácidos, carboidratos e ácidos nucleicos, o que 
em retorno influencia o comportamento das células e 
dos tecidos expostos aos biomateriais. Por isso, são 
também importantes ensaios experimentais in vivo 
que forneçam dados relevantes de biocompatibilidade 
e da reação do tecido ósseo na aplicação clínica do 
biomaterial ovino experimental.

Conclusão

De acordo com as limitações desta pesquisa, 
conclui-se que:
•	 no que tange à porosidade (quantidade e 

área), o osso ovino experimental demonstrou 
características mais semelhantes às do osso 
humano do que os ossos equino e bovino;

•	 quanto à rugosidade visual, o osso equino foi 
o que mais se aproximou do humano, seguido 
pelo osso ovino e pelo bovino;

•	 no que diz respeito à relação Ca/P, o osso ovino 
evidenciou o valor menor e mais distante do 
osso humano, depois vieram o osso equino e 
o bovino.
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