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RESUMO 

O aproveitamento de subprodutos avícolas para a produção de biomateriais desperta o 

interesse biotecnológico para a produção de enxertos naturais, biomiméticos, 

biocompatíveis e bioreabsorvíveis para a aplicação no reparo tecidual. O objetivo desse 

trabalho foi avaliar in vivo a biocompatibilidade e biodegradação de colágeno, 

nanoqueratina e bioapatita oriundos de subprodutos avícolas, por meio da quantificação 

de respostas biológicas inflamatórias locais e de reparo. Camundongos Swiss com 6 

semanas de nascidos (n=45) receberam individualmente dois enxertos em tecido 

subcutâneo, um correspondente ao material-teste, colágeno avícola (G1), nanoqueratina 

avícola (G2) ou bioapatita avícola (G3), e o outro ao controle positivo, colágeno 

comercial (G4) ou osso mineralizado comercial (G5). Análise histopatológica descritiva 

e semi-quantitativa nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas permitiram 

determinação de resposta inflamatória, de reparo e integridade dos materiais. Análise 

estatística intergrupos dos dados não-paramétricos (Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn) 

considerou diferenças significativas se p<0,05. G1 apresentou maior intensidade de 

neutrófilos, macrófagos e neovascularização em 1 semana, linfócitos em 1 e 3 semanas e 

tecido conjuntivo em todas as semanas e menor presença do enxerto em todas as semanas. 

G2 apresentou maior intensidade de neutrófilos, linfócitos e macrófagos em 1 semana e 

células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho em 9 semanas e menor presença 

do enxerto em todas as semanas. G3 apresentou maior intensidade de neutrófilos em 1 

semana e macrófagos em 1 e 3 semanas e menor presença do enxerto em 1 semana. 

Conclui-se que todos os materiais apresentaram biocompatibilidade, compatível com a 

redução da inflamação e aumento do reparo, e biodegradação, total (colágeno e 

nanoqueratina) ou parcial (bioapatita) durante o experimento. Baseado nas características 

biológicas observadas, os materiais a base de colágeno e nanoqueratina exibem potencial 

de desenvolvimento biotecnológico como agentes hemostáticos para o tratamento de 

pequenos defeitos ósseos, enquanto a bioapatita exibe potencial como enxerto ósseo para 

o tratamento de perdas ósseas de pequenas a moderadas.  

 

Palavras-chave: Colágeno. Nanoqueratina. Bioapatita. Resíduos avícolas. 

 

 



 
 

 
 
 

ABSTRACT 

The use of by-products of the poultry industry for development of biomaterials arouse 

biotechnology interest to the natural, biomimetic, biocompatible and bioreabsorbable 

graft production for application in tissue repair. The aim of this study was to evaluate in 

vivo the biocompatibility and biodegradation of collagen, nanokeratin and bioapatite from 

poultry byproducts through the quantification of local inflammatory and repair biological 

responses. Forty-five Swiss mice with 6 weeks of birth received individually two grafts 

in subcutaneous tissue, one corresponding to the test material, poultry collagen (G1), 

nanoqueratina poultry (G2) or poultry bioapatite (G3), and the other to the positive 

control, commercial collagen (G4) or commercial mineralized bone (G5). Descriptive and 

semi-quantitative histopathological analysis in experimental times of 1, 3 and 9 weeks 

allowed the determination of inflammatory response, repair and graft integrity. 

Intergroups statistical analysis of non parametrical data (Kruskal-Wallis test and Dunn 

post-test) considered significant differences if p<0.05. G1 exhibited upper intensity of 

neutrophils, macrophages and neovascularization at 1 week, lymphocytes at 1 and 3 

weeks and connective tissue in every week and lower presence of graft in every week. G2 

exhibited upper intensity of neutrophils, lymphocytes and macrophages at 1 week and 

foreign-body giant multinuclear cells at 9 weeks and lower presence of graft in every 

week. G3 exhibited upper intensity of neutrophils at 1 week and macrophages at 1 and 3 

weeks and lower presence of graft at 1 week. In conclusion, all materials presented 

biocompatibility verified by reduction in inflammation and increase of repair and total 

(collagen and nanokeratin) or partial (bioapatite) biodegradation throughout the 

experiment. Based on their biological characteristics, collagen and nanokeratin-based 

materials exhibit potential for biotechnological development as hemostatic agents for the 

treatment of small bone defects, while bioapatite exhibits potential as a bone graft for the 

treatment of bone loss from small to moderate.  

 

Key words: Collagen. Keratin. Bioapatite. Poultry waste. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O setor avícola brasileiro tem crescido ao longo dos últimos anos e vem ganhando 

destaque no cenário econômico mundial. Em 2017, o Brasil se configura como o segundo 

maior produtor e o maior exportador mundial de carne de frango (ABPA, 2017). A 

qualidade e a sanidade envolvidas na produção nacional também vem conquistando cada 

vez mais o mercado internacional, mostrando o dinamismo neste setor. Em função disto, 

é de fundamental importância a busca por novas tecnologias e processos capazes de 

modernizar ainda mais a cadeia produtiva (CAVALCANTE, 2017). 

O aproveitamento e agregação de valor aos resíduos com potencial econômico 

estão entre as principais práticas que fundamentam o uso racional dos recursos naturais 

(CAVALCANTE, 2017). O setor avícola, no final da cadeia de produção e processamento 

da carne de frango, gera uma grande variedade de resíduos (OVIEDO-RONDÓN, 2008), 

muitos dos quais são fontes de proteínas e minerais com grande potencial para utilização 

como insumos na produção de biomateriais (CAVALCANTE, 2017). Pesquisas recentes 

corroboram esse potencial e geram produtos a base de queratina de penas de frango 

(WANG et al., 2017a, CAVALCANTE, et al., 2017), colágeno de pele de frango e 

biopatita de ossos de frango (CAVALCANTE et al., 2017), bem como hidroxiapatita a 

partir de cascas de ovo (OVIEDO-RONDÓN, 2008), dentre outros. 

Com o aumento da expectativa de vida da população mundial também aumenta a 

preocupação com doenças traumáticas, degenerativas e crônicas que atingem o sistema 

músculo-esquelético (CASTRO-SILVA et al., 2009). Por consequência, a demanda por 

materiais capazes de auxiliar, reparar ou substituir tecidos injuriados também está em 

ascensão, o que resulta em maiores investimentos no desenvolvimento de biomateriais 

(BITTENCOURT et al., 2014). Diante disso, a utilização de biomateriais em tratamentos 

envolvendo a reabilitação ou regeneração de estruturas, tecidos ou órgãos injuriados, 

também tem aumentado nas últimas décadas (BITTENCOURT et al., 2014). 

A eficácia e eficiência de um biomaterial estão diretamente relacionadas com suas 

características físicas, químicas e biológicas. Dessa forma, inerente ao aumento do uso 

desses materiais, também tem aumentado a necessidade de estudos mais aprofundados 

sobre suas propriedades visando o desenvolvimento de biomateriais eficazes. Para que 

sua utilização no reparo de tecido ósseo não ofereça riscos ao hospedeiro, o biomaterial 

tem que apresentar três características importantes: biocompatibilidade, alta 
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osteocondutividade e bioatividade (WANG et al., 2017a; GUASTALDI; APARECIDA, 

2010). Esta última está relacionada com a capacidade do biomaterial interagir 

intimamente (bioadesão), por meio de ligações químicas, com o tecido biológico e 

estimular uma resposta adequada do mesmo (SINHORET; VITTI; CORRER-

SOBRINHO, 2013; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; COLEMAN; NICHOLSON; 

AWOSANYA et al., 2007).  

Apesar do uso de colágeno e de hidroxiapatita como biomateriais já ser 

amplamente estudado, o processo de isolamento e obtenção desses biomateriais de fontes 

até então não pesquisadas, pode influenciar em suas características físico-químicas e 

biológicas finais, sendo, portanto, necessária a realização de testes que possibilitem a 

avaliação de tais características. Por outro lado, a nanoqueratina ainda precisa ser melhor 

estudada para seu uso como biomaterial, dado o seu potencial para aplicações no reparo 

tecidual e citatrização de feridas (KONOP et al., 2017; SARAVANAN et al., 2013; XING 

et al., 2011; AMBROSIO, 2006; CHU, LIU, 2008). Os testes pré-clínicos de 

caracterização biológica são etapas fundamentais que antecedem a liberação de um 

biomaterial para testes clínicos e posterior comercialização. Para aplicação clínica de um 

biomaterial, em especial aquele que exija contato direto com o corpo, o mesmo tem que 

atender aos seguintes pré-requisitos: deve ser não citotóxico, não imunogênico, não 

irritante e biocompatível (WANG et al., 2017a).  

Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar a biocompatibilidade de 

colágeno, bioapatita e nanoqueratina provenientes de subprodutos da indústria avícola 

com potencial para uso na engenharia de tecidos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Indústria avícola  

 

De acordo com o relatório anual da Associação Brasileira de Proteína Animal 

(ABPA), no ano de 2017 o Brasil produziu 12,900 milhões de toneladas de carne de 

frango, das quais 66% se destinaram ao mercado interno e os demais 34% à exportação, 

sendo considerado o segundo maior produtor de carne de frango, ficando atrás apenas dos 

Estados Unidos da América (EUA). Dados da ABPA mostram que o Brasil é desde 2016 

o maior exportador mundial de carne de frango, com 4,384 milhões de toneladas 

exportadas superando as 3,015 milhões de toneladas dos EUA, com crescimento anual 

das exportações de 1,86% entre os anos de 2015 e 2016 (ABPA, 2017). 

Tais números colocam o país em posição de destaque internacional e mostram o 

quanto desenvolvida é a capacidade produtiva do setor. Frente a números animadores, o 

setor conta também com as pressões da sociedade para planejar e desenvolver suas 

atividades de forma sustentável e equilibrada, capaz de atender as exigências legais e 

mercadológicas mundialmente estabelecidas. Em função disto, se faz necessário o correto 

manejo dos resíduos gerados pelas atividades do setor avícola, bem como, o 

desenvolvimento de processos tecnológicos capazes de agregar valor a esses resíduos, de 

forma a fortalecer a cadeia produtiva e gerar novas possibilidades de emprego e renda 

(OVIEDO-RONDÓN, 2008). Dentre os resíduos sólidos produzidos, podem se destacar 

os de natureza sólida, como penas, vísceras, cabeças, pés, carcaças, peles e ossos. Tais 

resíduos apresentam-se como importantes fontes de proteínas, lipídeos e minerais, tendo 

em função disto grande potencial para a produção de biomateriais, dentre os quais pode-

se destacar a queratina, o colágeno, o ácido hialurônico, o fibrinogênio e a bioapatita, que 

são largamente estudados (WANG et al., 2017a; OVIEDO-RONDÓN, 2008).  

 O correto manejo dos resíduos sólidos gerados pela produção industrial se faz 

necessário como forma de garantia dos recursos naturais e preservação do meio ambiente. 

As indústrias que fazem o correto manejo dos resíduos que produzem, causando o mínimo 

de impacto sócio-ambientel possível, recebem um selo que as caracterizam como 

indústrias verdes (CARIOCA; BARROS; COELHO, 2014). A busca por alternativas 

sustentáveis é um caminho promissor para o desenvolvimento sustentável na área de 

Biotecnologia (CARIOCA; BARROS; COELHO, 2014), como por exemplo fazer o 
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aproveitamento de resíduos sólidos da indústria avícola para o desenvolvimento de 

biomateriais para fins biotecnológicos. 

 

2.2 Utilização de biomateriais no reparo tecidual 

 

Entende-se por biomaterial uma substância ou uma mistura de substâncias, de 

origem natural ou sintética, utilizada em contato com os sistemas biológicos com o 

objetivo de promover o reparo ou substituição de defeitos estruturais de órgãos ou tecidos 

injuriados, ou ainda auxiliar nas atividades fisiológicas dos mesmos (GALLER et al., 

2011; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).  

Os biomateriais podem ser classificados, de acordo com sua origem, em: 

biológicos/naturais ou sintéticos. Os biomateriais de origem natural são obtidos a partir 

de organismos ou parte deles e podem ser classificados em: autógenos (mesmo doador e 

receptor), alógenos (doador e receptor são diferentes, porém de mesma espécie) ou 

xenógenos (doador e receptor são de espécies diferentes) (SINHORET; VITTI; 

CORRER-SOBRINHO, 2013). Os biomateriais de origem sintética, também chamados 

de aloplásticos, são aqueles desenvolvidos em laboratórios e podem ser constituídos de 

metal ou ligas, de cerâmica ou vidros, de polímeros ou ainda serem um compósito, que é 

uma mistura de diferentes biomateriais (SINHORET; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 

2013). Além disso, podem-se classificar ainda os biomateriais de acordo com a resposta 

induzida ao tecido biológico em: bioinertes, bioabsorvíveis e bioativos (SINHORET; 

VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013).  

O desenvolvimento de novos biomateriais com potencial aplicação no reparo 

tecidual têm sido alvo de muitos pesquisadores na área de Medicina Regenerativa. Para a 

bioengenharia de tecidos, o uso de biomateriais como enxertos para promover o reparo 

de tecidos injuriados requer minimamente a associação destes com células-tronco 

mesenquimais e fatores de crescimento, tendo o biomaterial a função de atuar como um 

arcabouço capaz de suportar a adesão e proliferação celular, condição necessária para o 

reparo tecidual (JUANG BOGY, 2005). Além da aplicabilidade como enxerto, diversos 

procedimentos médicos e odontológicos requerem o uso de biomateriais, seja como 

agentes hemostático em procedimentos cirúrgicos, seja como membranas para 

Regeneração Tecidual Guiada (RTG) (GERZSON et al., 2016).  
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A utilização de um biomaterial como arcabouço para adesão e proliferação celular 

é suma importância para o reparo tecidual. Um biomaterial com características favoráveis 

ao reparo tecidual fornece um microambiente tridimensional que facilita a interação 

célula-material, a adesão e proliferação celular, a deposição de matriz extracelular, o 

transporte de nutrientes, a excreção de metabólitos e a interação de fatores de crescimento, 

proliferação e diferenciação celular (LANGER; TIRRELL, 2004). A interação 

célula/biomaterial é um passo essencial para o reapro tecidual e ocorre por intermédio de 

proteínas que facilitam a adesão celular à superfície do biomaterial (SARAVANAN et 

al., 2013).  

A biocompatibilidade é uma característica primordial que um biomaterial deve 

apresentar para ser utilizado no reparo de tecidos injuriados. Para ser considerado 

biocompatível, um biomaterial não pode causar efeitos indesejáveis aos tecidos do 

hospedeiro, levando à morte celular (GALLER et al., 2011). Por isso, para que um 

biomaterial chegue a aplicação clínica, é exigido que o mesmo apresente características 

físico-químicas e biológicas favoráveis. Dentre as características biológicas destacam-se 

a biocompatibilidade e a bioatividade (NYSKA et al., 2014; LIU; CAO, 2010). Os 

biomateriais à base de colágeno e hidroxiapatita, por exemplo, apresentam boa 

biocompatibilidade e possuem potencial aplicação no reparo de tecido ósseo, pois 

estimulam uma boa resposta tecidual (CHISSOV et al., 2008; HELARYM et al., 2015; 

CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI; GRANJEIRO, 2009) levando à expressão das seguintes 

propriedades: osteocondução, osteoindução e osteopromoção. A osteocondução refere-se 

ao crescimento ósseo sobre a superfície do biomaterial, a osteoindução refere-se à indução 

de células-tronco mesenquimais para a diferenciação osteogênica e a osteopromoção 

relaciona-se ao favorecimento da proliferação seletiva de células osteoprogenitoras, em 

um determinado defeito ósseo, por meio do impedimento do desenvolvimento de tecido 

conjuntivo naquele local (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001; TAGA et al., 2008).  

Os biomateriais de origem natural, principalmente os autógenos, por possuírem 

características físico-químicas e biológicas similares ou iguais às do tecido de origem, 

são considerados o padrão-ouro para uso como enxerto no reparo tecidual, porém, a coleta 

de material autógeno torna-se desvantajosa uma vez que causa grande morbidade do sítio 

doador (CASTRO-SILVA et al., 2009). Diante disso, o uso de biomateriais de origem 

sintética apresenta-se mais vantajoso, pois não depende de coleta de materiais autógenos 

ou do uso de materiais alógenos provenientes de um banco de tecidos; há redução de 
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tempo clínico no tratamento; e esses biomateriais possuem composição e propriedades 

físico-químicas bem conhecidas e alta disponibilidade (ROGERS; GREENE, 2012; 

AITASALO; PELTOLA, 2007).  

Uma alternativa emergente na substituição de materiais autógenos em aplicações 

terapêuticas é o uso de materiais de origem xenógena, pois seu uso reduz a taxa de 

morbidade e não depende da coleta de material autógeno (CASTRO-SILVA et al., 2009). 

Muitos materiais xenógenos possuem propriedades físico-químicas e biológicas 

semelhantes aos autógenos e, por isso, normalmente apresentam biocompatibilidade 

(CASTRO-SILVA; LIMA; GRANJEIRO, 2013). Diante disso, a pesquisa na área de 

biomateriais tem aumentado nos últimos anos e busca o desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas para o reparo tecidual (BITTENCOURT et al., 2014).  

O aumento da expectativa de vida bem como o aumento da população mundial 

tende a aumentar a necessidade de materiais que possibilitem a realibilitacão ou 

substituição de órgãos injuriados (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). Um 

biomaterial adequado para o reparo tecidual eficiente deve ser biodegradável e bioativo 

se aproximando das características da matriz extracelular e sendo capaz de estimular a 

adesão, proliferação e diferenciação celular para a formação de novos tecidos 

(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). 

O aproveitamento de subprodutos da indústria avícola para o desenvolvimento de 

biomateriais representa uma alternativa promissora na área de Biotecnologia. 

Subprodutos como penas, carcaças, peles e tendões constituem uma matéria-prima ainda 

pouco explorada, barata e de alta disponibilidade. Importantes fontes de proteínas, 

lipídeos e minerais, tais subprodutos podem ser aproveitados como insumos 

biotecnológicos para o desenvolvimento de biomateriais à base de colágeno 

(CAVALCANTE et al., 2017), queratina (WANG et al., 2017a; KAMARUDIN et al., 

2017) e biopatita (SUPOVÁ; MARTYNKOVÁ; UCHARDA, 2011). No entanto, até que 

esteja disponível para aplicação clínica, um biomaterial passa por uma série de etapas que 

vão desde à sua obtenção aos estudos de caracterização física, química e biológica. A 

caraterização da biocompatibilidade in vivo é uma etapa essencial para o desenvolvimento 

de biomateriais para aplicação clínica (WANG et al., 2017b). 
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2.2.1 Biomateriais à base de Colágeno 

 

O colágeno é considerado a proteína mais abundante em humanos e mamíferos e 

que, além do seu papel majoritário atuando como proteína estrutural, exerce também 

variadas funções nos sistemas biológicos auxiliando nas funções exercidas por vários 

órgãos e tecidos nos quais se faz presente (CAVALCANTE et al., 2015). A estrutura 

básica do colágeno apresenta três cadeias polipeptídicas dispostas paralelamente em 

forma de fibras (KUCHARZ, 1993). De acordo com o local onde se encontra e com a sua 

estrutura tridimensional, o colágeno pode apresentar diferentes características. 

Atualmente já se conhece 29 tipos de colágeno, estando alencado na Tabela 1 os 

principais tipos e algumas de suas características. 

 

Tabela 1 – Tipos e distribuição do colágeno. 

Tipo Classe  Distribuição nos tecidos 

I Formadores de fibrilas Tipo mais abundante encontrado na pele, osso, ligamento, 

tendão, fibrocartilagem e córnea 

II Formadores de fibrilas Cartilagem hialina e elástica, disco intervertebral e humor 

vítreo 

III Formadores de fibrilas Prevalente nos vasos sanguíneos, pele e intestino 

IV Formadores de redes Lâminas basais e cápsulas do cristalino 

V Formadores de fibrilas Associado com colágeno tipo I no osso, membrana da placenta 

e córnea 

Fonte: Adaptado de Fratzl (2008). 

 

O colágeno do tipo I é considerado o mais abundante nos animais estando presente 

principalmente na pele, ossos e tendões. Formado por 3 longas cadeias polipeptídicas do 

tipo α, sendo duas idênticas (α1) e uma distinta (α2), cada uma contendo mais de 1000 

aminoácidos, o colágeno tipo I pode ser encontrado em grande quantidade na matriz 

extracelular na forma de fibrilas e é capaz de suportar a adesão e proliferação celular 

(FRIESS, 1998). No ambiente in vivo, o colágeno fornece força e resistência ao tecido 

conjuntivo, funciona como um ligante natural para células e possui papel fundamental na 

regulação do reparo tecidual (HELARY et al., 2014; FRIESS, 1998).   

Diferentemente da maioria dos polímeros sintéticos, formados por cadeias 

polipeptídicas com tamanho e sequência de aminoácidos variáveis, o colágeno é uma 

proteína que apresenta cadeias polipeptídicas com sequência de aminoácidos, estrutura e 
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tamanho específicos (FRIESS, 1998). Além disso, o colágeno tipo I apresenta uma 

sequência de aminoácidos que se assemelha entre as diversas espécies, característica que 

pode estar relacionada com a biocompatibilidade natural dessa proteína, como observado 

por Helary et al. (2014) que avaliaram a biocompatibilidade in vitro de matrizes de 

colágeno extraído de tendões da cauda de camundongos utilizando uma cultura de 

fibroblastos e observaram que as mesmas apresentaram citocompatibilidade. Tais 

características fazem do colágeno um polímero favorável para aplicações biomédicas, 

sendo o tipo I o mais utilizado como biomaterial (FRIESS, 1998). 

Por meio de técnicas específicas, é possível fazer a extração de colágeno do seu 

local de origem e reconstruí-lo in vitro para uso como biomaterial, como feito por 

Cavalcante et al. (2015), que obtiveram colágeno a partir de peles e tendões de pés de 

frango. A extração do colágeno a partir de subprodutos animais inclui uma etapa de 

descelularização, que quando não realizada de forma eficiente, pode torná-lo 

imunogênico (KEANE et al., 2012). Portanto, embora se saiba que o colágeno seja 

naturalmente biocompatível, o desenvolvimento de novos biomateriais à base dessa 

proteína têm que obrigatoriamente passar por uma etapa de caracterização biológica, 

tendo em vista que o processo de extração e obtenção podem alterar as suas características 

finais e influenciar na reposta tecidual.  

2.2.2 Biomateriais à base Queratina  

 

Assim como o colágeno, a queratina é uma proteína encontrada em grande 

quantidade em mamíferos. Juntas, são consideradas os biopolímeros mais importantes no 

reino animal. Formados por células especializadas denominadas queratinócidos e 

presentes no epitélio, os materiais queratinosos desempenham variadas funções e podem 

ser encontrados em diversas espécies animais na forma de lã, penas, escamas, unhas, 

chifres, bicos etc. (WANG et al., 2016a) (Tabela 2). 

  

Tabela 2 – Distribuição de α e β-queratinas 

α-queratinas Lã, pêlos, penas, unhas, chifres, cascos e estrato córneo 

β-queratinas Penas, bicos e garras de aves, garras de répteis e escamas 

α e β-queratinas Epiderme de répteis, escamas de Pangolin 
 

Fonte: Adaptado de Cavalcante et al. 2017. 
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De acordo com o tipo de estrutura secudária que apresenta, a queratina pode ser 

classificada em α-queratina, formadas por α-hélice, ou β-queratina, formadas por folhas-

β-pregueadas. Ambas são constituídas por cerca de 21 aminoácidos, sendo o sulfurado 

cisteína o componente majoritário, possibilitando a existência de um grande número de 

ligações dissulfeto intra e intermoleculares conferindo à queratina propriedades como 

resistência mecânica e pouca solubilidade em um grande número de solventes 

(GUZMAN et al, 2011; LODISH., 2000). 

Características únicas da queratina, como biocompatibilidade, bioatividade, 

biodegradabilidade, abundância natural e capacidade de formar uma matriz 

tridimensional adequada à infiltração, adesão e proliferação celular, têm estimulado 

estudos e uso dessa proteína como biomaterial visando sua aplicação na cura de lesões e 

hemostasia (WANG et al., 2016a; LUO et al., 2016). Muitos estudos em reparo tecidual 

envolvendo o uso de queratina focam no uso da queratina capilar, porém pode-se obtê-la 

de outras fontes incluindo penas de aves, uma matéria-prima ainda pouco explorada 

(WANG et al., 2017a). 

As penas de aves têm como um de seus constituintes majoritário a queratina. O 

isolamento de queratina a partir de penas de frango para utilização na cicatrização de 

lesões apresenta maiores vantagens em relação ao uso da queratina capilar (WANG et al., 

2017a), que pode ter sua qualidade comprometida devido a procedimentos capilares 

frequentes, como o uso de tintura. Além disso, a indústria avícola gera, anualmente, 

bilhões de toneladas de penas de frango (KORNIŁŁOWICZ-KOWALSKA et al., 2011) 

que normalmente são descartadas, mas que podem ser utilizadas como potencial fonte 

para a extração de queratina. Dessa forma, a utilização da queratina proveniente de penas 

de frango para aplicações biomédicas tem se tornado potencialmente atrativa (WANG et 

al., 2016b). Além do efeito da queratina oriunda de penas na cicatrização de feridas, é 

necessário também avaliar a biocompatibilidade in vivo dessa proteína quando se 

intenciona o desenvolvimento de biomateriais para aplicação no reparo tecidual (WANG 

et al., 2017b). 

O desenvolvimento de biomateriais à base de nanoqueratina pode ser mais 

vantajoso do que o uso da queratina normal. Na forma de nanopartículas, a queratina tem 

sua superfície de contato ampliada, o que pode melhorar a interação célula/biomaterial 

levando ao recrutamento celular e acelerando o reparo tecidual (SARAVANAN et al., 

2013). 
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2.2.3 Biomateriais à base de Apatitas  

 

O termo “apatita” pode ser aplicado a todos os compostos com fórmula geral 

A10(BO4)6Z2 (ou M5(XO4)3X), onde A é geralmente um cátion metálico divalente (Ca2+, 

Sr2+, Ba2+, Pb2+ ou Cd2+), BO4
3- um ânion trivalente com B geralmente sendo um metal 

(PO4
3-, AsO4

3- ou MnO4
3-) e X um ânion monovalente (F-, Cl-, OH- ou Br-) (IBUKI, 

2014). O nome específico de cada apatita depende dos elementos ou radicais A, B e X, 

por exemplo, a hidroxipatita é uma apatita com estrutura cristalina contendo A como 

Cálcio, B como Fósforo (PO4
3-) e X é o radical hidroxila (OH-) e fórmula molecular 

[Ca10(PO4)6(OH)2] (DENG et al., 2013). 

As apatitas biológicas ou bioapatita constiuem o principal componente inorgâncio 

de ossos e dentes (LIU et al., 2013). Do ponto de vista químico, as bioapatitas são 

derivadas das hidroxiapatitas, apresentando substituição de íons de carbonato por íons de 

fósforo e hidroxilas em comparação a estrutura original da hidroxiapatita, e ao contrário 

desta, são consideradas cálcio deficientes (LIU et al., 2013; DENG et al., 2013). A baixa 

proporção de Cálcio/Fostato, o tamanho menor dos cristais e grande quantidade de 

substituição de carbonato, caracaterísticas típicas das bioapatitas, aumentam a 

solubilidade das moléculas de apatitas e influenciam positivamente na sua 

biocompatibilidade (DENG et al., 2013). Este conjunto de características é responsável por 

atribuir às apatitas biológicas um maior grau de semelhança com a fase mineral do osso humano 

(IBUKI, 2014). A porção inorgânica do osso é constituída de cristais de hidroxiapatita alinhados 

paralelamente ao longo do eixo das microfibrilas, sendo resultante do processo de 

biomineralização das fibrilas de colágeno (PASTERIS; WOPENKA, 2008). A Figura 1 apresenta 

a estrutura hierárquica da matriz óssea.  

A similaridade química com a porção inorgânica dos tecidos calcificados confere às 

hidroxiapatitas boa biocompatibilidade e propriedades como osseocondução e bioatividade, não 

produzindo repostas indesejáveis quando em contato com sistemas biológicos (CHISSOV et al., 

2008; ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001). Além de características biológicas, as 

hidroxiapatitas também apresentam características físico-químicas adequadas ao reparo de 

tecidos mineralizados e, por conta disso, têm sido bastante estudadas nos últimos anos visando o 

desenvolvimento de biomateriais para aplicação no reparo de tecido ósseo (GRENHO et al., 

2015). 
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Figura 1 – Estrutura hierárquica da matriz óssea. Fonte: Adaptado de Shadat- Shojai et al., 

(2013). 

 

 A obtenção de hidroxiapatita pode ser feita basicamente de duas formas: síntese 

em laboratório ou extração a partir de ossos de animais, como o frango (CAVALCANTE 

et al., 2017). O isolamento de bioapatita a partir de osso xenógeno apresenta algumas 

vantagens em relação aos demais, sendo a similaridade morfológica, estrutural e química 

com o osso humano uma das mais citadas. É importante também considerar o fato de que 

ossos xenógenos são uma matéria prima barata e largamente disponível (ŠUPOVÁ, 

2014).  

Materiais biocerâmicos à base de hidroxiapatita sozinha ou em associação a 

silicone apresentaram-se biocompatíveis e bioabsorvíveis quando avaliados in vivo, em 

um modelo de subcutâneo de camundongos, num período de três meses (CHISSOV et al., 

2008). No mesmo estudo também foi avaliado in vivo o potencial desses materiais 

biocerâmicos na substituição de defeitos ósseo de tamanho crítico utilizando um modelo 

de fenestração em ratos Wistar, onde foram observados em três semanas a formação de 

tecido ósseo esponjoso e em sete semanas focos de formação de tecido ósseo (CHISSOV 

et al., 2008). Danesh et al. (2010) avaliaram a biocompatibilidade de hidroxiapatita 

sintética, utilizando um modelo de enxertia em subcutâneo de camundongos, em 15, 30 e 

60 dias, e observaram que o biomaterial apresentou-se biocompatível e ainda estimulou 

respostas teciduais satisfatórias, com presença local de nódulos de calcificação. 

Ainda, sugere-se que biomateriais cerâmicos ideais para utilização no reparo 

ósseo, além de características químicas, devem apresentar minimamente certa porosidade 
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(GRENHO et al., 2015). A presença de poros na superfície do biomaterial facilita a 

adesão, proliferação e crescimento celular, pois permite a difusão de nutrientes e 

metabólitos, a produção de matriz extracelular e neovascularização (GRENHO et al., 

2015; TRIPATHI; BASU, 2012).   

 

2.2.4. Caracterização biológica in vivo  

 

A aplicação clínica de um biomaterial exige que o mesmo apresente características 

físicas, químicas e biológicas satisfatórias. A caracterização biológica de um biomaterial 

consiste em testes que podem ser realizados in vivo e/ou in vitro, que objetivam conhecer 

um padrão de respostas teciduais ou celulares desencadeadas pelo biomaterial quando em 

contato com sistemas biológicos (WANG et al., 2017b).  

Testes in vivo de bioprodutos para a finalidade de reparo ósseo usando as 

metodologias de enxertia ectópica ou em subcutâneo são amplamente utilizados na 

literatura e conferem base científica a este estudo temático ainda inédito, pela diversidade 

de reações biológicas que tangem a avaliação de processos inflamatórios e de reparo, alvo 

de nossas análises, que não estariam contemplados em testes isolados de monocamada de 

apenas uma linhagem celular in vitro (BITTENCOURT, R. C. et al., 2014; SENA, L. A. 

et al., 2014; GIORNO, B. et al., 2014; JARDELINO, C. et al., 2012; LOMELINO, R. O. 

et al., 2012; LIMA, C. J. et al., 2011; PAULO, A. O. et al., 2011). Além disso, sabe-se 

que através de testes in vivo com animais obtêm-se resultados que melhor representam 

situações clínicas (SCHMALZ, G.; ARENHOLT-BINDSLEV, D., 2009). 

A caracterização biológica in vivo de dispositivos médicos implantáveis ou 

biomateriais segue a normatização internacional ISO 10993-6 (ISO, 2007), que avalia a 

presença, a extensão e o tipo de infiltrado inflamatório, bem como os fenômenos de 

reparo, incluindo fibrose e angiogênese. 

Dependendo da resposta tecidual observada e de sua intensidade, é possível 

classificar um biomaterial como citotóxico ou biocompatível. Biomateriais não 

compatíveis ou tóxicos, quando em contato com o tecido, podem desencadear a necrose 

do tecido circunjacente (WANG et al., 2017b, ONUKI et al., 2008). A necrose pode ser 

explicada pela morte de neutrófilos ou macrófagos com consequente liberação de 
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citocinas, enzimas e radicais livres que causam o dano tecidual irreversível (COTRAN; 

KUMAR; COLLINS, 2004). 

Um biomaterial considerado biocompatível não provoca danos às células do 

hospedeiro ou os provocam numa porcentagem aceitável (GALLER et al., 2011). 

Adicionalmente, pode-se avaliar também a bioatividade do biomaterial. Um biomaterial 

bioativo é aquele que, além de apresentar boa biocompatibilidade, é capaz de estimular 

respostas biológicas pela interação célula-biomaterial e auxiliar no reparo de estruturas 

injuriadas (ONUKI et al., 2008). 

A caracterização biológica de um biomaterial implantado em tecidos deve ser 

realizada por um patologista toxicológico que avaliará a sua biocompatibiliade e eficácia 

(NYSKA et al., 2014) e envolve a avaliação de citotoxicidade, irritação, respostas 

alérgicas, inflamação e toxicidade crônica e sistêmica (KATTI et al., 2002).  

A implantação de um biomaterial em tecido subcutâneo é seguida de uma reposta 

inflamatória local (FOURNIER et al., 2003), caracterizada pela migração de células 

inflamatórias da corrente sanguínea (diapedese) para o local do implante. De uma forma 

geral, a resposta celular associada à inflamação, se dá em três fases principais: 

recrutamento celular, com consequente formação do infiltrado inflamatório, ligação a 

substratos proteicos e ativação (ANDERSSON et al, 2007).  

 O processo inflamatório pode ser divido em dois estágios: fase aguda e fase 

crônica (Figura 2). A fase aguda do processo inflamatório é caracterizada pela 

vasodilatação, início da infiltração de leucócitos e aumento da viscosidade sanguínea e 

sua duração varia de algumas horas à dias (NYSKA et al., 2013). Nesta fase, no caso da 

implantação de um biomaterial, proteínas oriundas do tecido circunjacente e proteínas 

sanguíneas se aderem à superfície do biomaterial formando uma forte e adesiva camada 

proteica que impede que as células do infiltrado inflamatório tenham contato direto com 

o mesmo (FOURNIER et al., 2003). O infiltrado inflamatório é constituído 

principalmente de neutrófilos, embora também possa ser detectada a presença de 

monócitos, macrófagos ativados e linfócitos (FOURNIER et al., 2003). 
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Figura 2: Representação das fases aguda e crônica da reação de corpo estranho tecidual 

e seus componentes. Fonte: Adaptado de NYSKA et al., 2014. 

 

A fase crônica do processo inflamatório é mais tardia em relação a fase aguda 

sendo caracterizada pela proliferação de macrófagos e fibroblastos no tecido injuriado 

(FOURNIER et al.,2003). Nesta fase é possível ser detectada também a presença de 

células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, que originam-se da fusão de 

macrófagos (NYSKA et al., 2014; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2004), e a deposição 

de colágeno e proteoglicanos, produzido por fibroblastos, no entorno do corpo estranho 

formando uma cápsula que o separa dos restante do tecido (WYNN, 2008). À essa 

deposição de colágeno dá-se o nome de fibrose, que surge quando a taxa de formação de 

colágeno, em resposta à presença do corpo estranho, excede a sua degradação (WYNN, 

2008). A fibrose é considerada uma resposta reparativa normal do tecido, portanto não 

pode ser considerada indicativa da presença de biomateriais não-biocompatíveis (WYNN, 

2008; ONUKI et al., 2008). 

Os neutrófilos constituem a maior população de células de defesa presente no 

sangue, possuem atividade fagocítica e participam, principalmente, da resposta 

inflamatória aguda, sendo observados em maior quantidade em períodos experimentais 



28 
 

 
 
 

curtos (FOURNIER et al., 2003; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2004). O recrutamento 

das células inflamatórias observadas na fase aguda da inflamação, ocorre por meio da 

ação de mediadores pró-inflamatórios, as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e fator de 

necrose tumoral alfa (TNF- α), produzidos por monócitos, macrófagos ativados, 

fibroblastos e células endoteliais e podem intensificar o processo inflamatório 

(FOURNIER et al., 2003). Os monócitos constituem a segunda maior população de 

células de defesa presente no sangue. Quando fora dos vasos sanguíneos e habitando os 

tecidos são chamados de macrófagos e também desempenham papel fagocítico, agindo 

sozinho ou associados na forma de células gigantes multinucleadas, ajudando na 

eliminação de agentes estranhos e, embora possam estar presentes na resposta 

inflamatória aguda, eles estão relacionados principalmente com a reposta inflamatória 

crônica (NYSKA et al., 2013; FOURNIER et al., 2003; LUCAS et al. 2010; COTRAN; 

KUMAR; COLLINS, 2004). A presença de reação de corpo estranho no tecido 

circunjacente ao biomaterial ocorre quando há interação com o sistema imune do 

hospedeiro levando à inflamação e consequente formação de células gigantes do tipo 

corpo estranho, bem como macrófagos (VEISEH et al., 2015; ANDERSON; 

RODRIGUEZ et al., 2008). Quando um material implantado permanece muito tempo em 

contato com o tecido e há um constante estímulo à inflamação, pode ocorrer a formação 

de um granuloma, que é caracterizado pelo acúmulo de linfócitos e macrófagos ativados, 

grande quantidade de células gigantes multinucleadas, presença de edema e dor (NYSKA 

et al., 2013; FOURNIER et al., 2003).  

Algumas características favoráveis ao desenvolvimento de novos biomateriais 

naturais devem considerar se não há geração de reação inflamatória significativa a longo 

prazo, são reabsorvíveis, são de fácil preparo e esterilização e têm longa validade 

(MIDDLETON; TIPTON, 2000). A biocompatibilidade de um biomaterial está 

relacionada com as características do próprio material (fatores intrínsecos) ou com a 

reação do sistema imune do hospedeiro (fatores extrínsecos). (FOURNIER et al., 2003). 

Compõem os fatores intrínsecos: morfologia, tamanho, porosidade, composição, 

esterilidade, tempo de implantação, degradação, química e rugosidade da superfície do 

biomaterial (FOURNIER et al., 2003). Já os fatores extrínsecos estão relacionados à 

espécie e genética do hospedeiro, microambiente e local de implantação (FOURNIER et 

al., 2003).  
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Fatores como a degradação e composição do biomaterial implantado podem 

influenciar na toxicidade do mesmo. Durante a degradação podem ocorrer alterações nas 

características físicas e de compabilidade do biomaterial que pode tornar-se tóxico ao 

tecido com qual está em contato (KATTI et al., 2002). Além disso, a presença de 

compostos lixiviáveis na composição do biomaterial também podem induzir uma 

toxicidade ao tecido (KATTI et al., 2002). Ao contrário da toxicidade induzida pela ação 

de uma droga, que é dose dependente, a resposta tecidual induzida pela implantação de 

biomaterial é tempo dependente (SCHUH, 2008). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.1. Objetivo Geral 

 

Caracterizar as respostas biológicas locais frente ao enxerto de potenciais 

biomateriais provenientes de subprodutos da indústria avícola para fins de reparo ósseo. 

  

3.1.2. Objetivos Específicos 

 

Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradação de colágeno enxertado em tecido 

subcutâneo de camundongos; 

 Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradação de nanoqueratina enxertada em 

tecido subcutâneo de camundongos;  

 Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradação de bioapatita enxertado em 

tecido subcutâneo de camundongos.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Aspectos éticos 

 

Este projeto de pesquisa foi apreciado e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso 

Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceará – Campus Sobral sob o protocolo 

CEUA-UFC nº 04/17 (ANEXO I). 

 

4.2. Obtenção e processamento do material-teste: Colágeno, Nanoqueratina e 

Bioapatita 

 

Os materiais-teste para este estudo foram obtidos de subprodutos da indústria 

avícola por Cavalcante et al. (2017), sendo o colágeno obtido de peles e tendões de pés 

de frango, a nanoqueratina obtida de penas de frango e a bioapatita obtida de ossos de 

frango. Todo o processo de obtenção e processamento da matéria-prima para geração dos 

materiais-teste, bem como a fase preliminar de caracterização físico-química dos 

materiais-teste, foram realizados no Centro Nacional de Pesquisa de Agroindústria 

Tropical da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (CNPAT/EMBRAPA, 

Universidade Federal do Ceará, Campus do Pici, Fortaleza, CE, Brasil).  

A caracterização físico-química dos três materiais incluiu as análises de 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), para análise da ultraestrutura, 

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), para análise da 

composição orgânica pelos diferentes grupos químicos, Difração de raios-X (DRX) para 

a identificação e caracterização estrutural de materiais cristalinos (Figura 3), Análise 

Termogravimétrica (TGA), para análise da estabilidade térmica, Espectroscopia de 

energia dispersivas (EDS) para análise da razão Cálcio/Fosfato (Ca/P), calorimetria 

exploratória diferencial, tamanho da partícula e potencial zeta, para análise da supensão 

coloidal (CAVALCANTE et al., 2017).  
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Figura 3 – Materiais disponíveis para caracterização biológica in vivo. Fotografias do 

Grupo 1 Colágeno (100%) (A), Grupo 2 - Nanoqueratina (100%) (B) e Grupo 3 - 

Bioapatita (100%) (C). Eletromicrografias de varredura do colágeno (D), nanoqueratina 

(E) e bioapatita (F). Fonte: Adaptado de Cavalcante et al. (2017). Imagens autorizadas para reprodução 

pelos autores.  

 

O colágeno obtido apresentou microestrutura filamentosa irregular típica de 

colágeno tipo I, e superfície de aspecto limpo, um indicativo da ausência de proteínas não 

colagenosas e material inorgânico presentes anteriormente nas amostras. Os resultados de 

FTIR mostraram a presença de bandas comuns a proteínas, a saber: Amida A, Amida I, 

II e III; e a estrutura em tripla hélice do colágeno manteve-se íntegra. Os resultados para 

Espectroscopia de Absorção UV-VIS mostrou a ausência do pico 280nm indicando a 

ausência de proteínas não colagenosas. A temperatura de desnaturação do colágeno foi 

de 40,5ºC e está dentro dos padrões considerados normais para colágeno obtido de peles 

e tendões de frango (CAVALCANTE et al, 2017). 

A nanoqueratina apresentou-se na forma de lâminas de tamanhos variáveis e 

superfície rugosa com expessura de aproximadamente 200nm. Além disso, apresentou 

estabilidade em suspensão e partículas com tamanho médio de 167nm e boa dispersão em 

suspensão. Na análise de FTIR, a nanoqueratina apresentou ampliação de zonas com 
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configuração beta β e diminuição da banda Amida I que está relacionada com a presença 

de α-hélice ordenada e corresponde estiramentos simétricos de ligações N-H. Na análise 

TGA, a nanoqueratina apresentou estabilidade térmica superior a da queratina presente 

nas penas (CAVALCANTE et al., 2017).  

A bioapatita apresentou-se na forma de pó branco, livres de matéria orgânica e 

com teor de carbonato de 5,02%. Na análise TGA, a bioapatita apresentou perda de massa 

superior a 2% a partir de 310ºC, o que foi atribuído à decomposição de parte do percentual 

de carbonato observado por FTIR. Os resultados para DRX mostraram que as amostras 

apresentaram altos índices de cristalinidade e constituição majoritária de Ca e P com razão 

Ca/P inferior a 1,67 (CAVALCANTE et al., 2017).  

O material utilizado como controle positivo tanto para o colágeno quanto para a 

nanoqueratina foi uma membrana de colágeno bovino (Lumina Coat Double Time®, 

Criteria Ltda, São Paulo, SP, Brasil). De acordo com as informações disponibilizadas pelo 

fabricante na bula do material, a Lumina Coat Double Time® é constituída basicamente 

por dupla camada de fibras de colágeno tipo I entrelaçadas, é biocompatível, 

osseocondutora e o seu prazo de reabsorção ultrapassa 8 semanas pós-implantação 

(CRITERIA LTDA, 2018).  

Já para a bioapatita utilizou-se como controle positivo osso bovino mineralizado 

com granulação média (600-425µm) (Lumina Bone®, Criteria Ltda, São Paulo, SP, 

Brasil). De acordo com as informações disponibilizadas pelo fabricante na bula do 

material, o Lumina Bone® é um composto mineral acelular natural derivado da estrutura 

óssea bovina utilizado pela Medicina e Odontologia como enxerto ósseo em cirurgias que 

exijam regeneração de tecidos mineralizados. É constituído por uma série de compostos 

minerais de cálcio e fósforo e predominantemente de hidroxiapatita (95%), sendo 

biocompatível e bioabsorvível em um prazo de 3 a 8 meses dependendo do metabolismo 

do paciente (CRITERIA LTDA, 2018). 

  

4.3. Preparo dos materiais para enxertia 

O preparo dos materiais (teste e controle) para enxertia foi parcialmente baseado 

na norma ISO 10993-6 de 2007, que preconiza distintas dimensões segundo a forma de 

apresentação do produto. Segundo a norma, idealmente para fins de testagem in vivo em 

modelos murinos, materiais na forma de lâminas devem possuir o tamanho de 10-12mm2, 
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materiais não-sólidos incluindo pós devem ser preparados em tubos cilíndricos de 

polietileno com 1,5mm de diâmetro e 5mm de comprimento, enquanto materiais na forma 

de grânulos não têm orientações específicas (ISO, 2007).  

Nesse estudo, os materiais-teste a base de colágeno e nanoqueratina se 

apresentavam na forma de lâminas friáveis enquanto a bioapatita se apresentava na forma 

de pó denso. O material controle a base de colágeno apresentava forma de lâmina única 

resistente e o material a base de osso mineralizado tinha forma de grânulos. No intuito de 

normalizar a quantidade de cada tipo de material a ser enxertado em cada leito cirúrgico, 

ficou definida a superfície relativa padrão de 10mm2 para se chegar à quantidade 

individual de cada produto (Figura 4). Em uma folha de papel alumínio foi realizada 

demarcação de uma área de 10mm2 e feito o seu preenchimento com cada material-teste, 

formando uma camada fina e uniforme. Em seguida, os materiais-teste foram pesados, 

relocados e transportados em microtubos plásticos de 1,5mL (Axygen, Union City, CA, 

EUA) para esterilização na luz ultravioleta em cabine de segurança biológica (Pachane, 

Piracicaba, SP, Brasil) durante 30 minutos. Sob a manipulação do operador em ambiente 

estéril, os tubos foram fechados, suas tampas seladas com Parafilme (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, HE, Alemanha) e os materiais permaneceram estéreis até o momento da 

enxertia. O preparo do material controle para colágeno e nanoqueratina baseou-se no 

recorte do produto na dimensão de 10mm2. O preparo do material controle da bioapatita 

seguiu o mesmo protocolo de dimensão e pesagem dos materiais-teste, esterilização e 

acondicionamento em microtubos plásticos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Preparo dos materiais-teste e seus respectivos controles. Fonte: elaborada pelo 

autor.   
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4.4. Delineamento experimental in vivo 

 

Para a enxertia realizada em tecido subcutâneo murino, foram utilizados 45 

espécimes de camundongos Swiss de ambos os sexos, adultos jovens com 6 semanas de 

idade e 30g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará 

(BIOCEN/UFC, Fortaleza, CE, Brasil). Durante todo o período experimental, todos os 

camundongos estiveram em ambiente laboratorial apropriado, com boas condições de 

alimentação, ventilação e ciclos de claro/escuro de 12h cada e foram monitorados 

diariamente pelo pesquisador responsável no Biotério Setorial da Universidade Federal 

do Ceará (UFC, Sobral, CE, Brasil).  

A anestesia geral foi obtida por aplicação intramuscular de solução composta por 

100 mg/kg de ketamina (Francotar®, Virbac, São Paulo, SP, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina 

(Rompum®, Bayer, Belford Roxo, RJ, Brasil) próxima do músculo reto femoral da pata, 

mostrando duração de efeito de 40 minutos. Após constatação da imobilidade e frequência 

respiratória dos animais, os mesmos foram colocados sobre um campo operatório 

esterilizado e tiveram a região tronco-dorsal tricotomizada com lâmina de bisturi de aço 

carbono estéril nº 15 (Lamedid-Solidor, Osasco, SP, Brasil) e degermada com gaze 

embebida em clorexidina alcoólica 0,5% (Rioquimica, São José do Rio Preto, SP, Brasil).  

Foram realizadas duas incisões lineares, uma no lado esquerdo e outro no lado 

direito por animal, com 1cm de extensão cada utilizando-se uma lâmina de bisturi nº 15 

nova, seguidas de divulsão delicada do tecido subcutâneo com tesoura romba de 

Metzembaum (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil) para criação de duas bolsas subdérmicas 

de 10mm2 (Figura 5). Cada animal recebeu uma exertia de grupo teste e controle, 

conforme demonstra a Tabela 3.  
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A                    B   

Figura 5 – Criação de bolsas subdérmicas bilaterais em região tronco-dorsal para enxertia 

de material-teste (A- Lado esquerdo) e controle (B- Lado direito) em mesmo animal. A 

área relativa ocupada por cada material enxertado (quadrado tracejado) corresponde a 

10mm2. Fonte: elaborada pelo autor.   

 

Tabela 3 – Grupos experimentais e controles, tempos experimentais e número de 

espécimes usados no estudo de caracterização biológica in vivo (n=45). 

 

Material teste 
 

Material controle (+) Tempos experimentais Amostra 

Grupo 1 

Colágeno de frango  

 (EMBRAPA, CE, Brasil) 

Grupo 4 

Colágeno bovino  

(Criteria Ltda®, SP, Brasil) 

1, 3 e 9 semanas 

(5 animais por condição) 

 

15 

Grupo 2 

Nanoqueratina de frango  

 (EMBRAPA, CE, Brasil) 

Grupo 4 

Colágeno bovino  

(Criteria Ltda®, SP, Brasil) 

1, 3 e 9 semanas 

(5 animais por condição) 

 

15 

Grupo 3 

Bioapatita de frango 

 (EMBRAPA, CE, Brasil) 

Grupo 5 

Osso mineralizado 

(Lumina-Bone®, SP, Brasil) 

1, 3 e 9 semanas 

(5 animais por condição) 

 

15 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

 Os Grupos 1, 2, 3 e 5 foram enxertados com auxílio de microtubos plásticos de 

1,5mL nos quais os mesmos estavam previamente estocados, sendo então perfurados na 

porção cônica e realizada vibração manual sutil para facilitar o extravasamento dos 

produtos para a área receptora. O Grupo 4, comercializado na forma de membrana com 

2cm de lagura por 6cm de comprimento, foi recortado no momento da cirurgia e 

enxertado com auxílio de uma pinça dente de rato (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil). 

Após realizada cada enxertia subcutânea dos materiais, o retalho correspondente foi 

reposicionado e suturado com fio de nylon 4.0 (EthilonTM, Ethicon Inc, Sommerville, NJ, 

EUA). Os camundongos foram deixados em gaiolas individuais com ração peletada 
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(Nuvilab CR1®, Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e água ad libitum, não havendo 

intercorrências pós-operatórias significantes durante o experimento. 

Os sacrifícios foram realizados nos tempos experimentais de 1 semana, 3 semanas 

e 9 semanas após a cirurgia, com 5 animais por condição experimental. Os animais foram 

eutanaziados com sobredose de solução anestésica, o que causou morte sem dor ou 

sofrimento. Constatada a morte de cada animal, foi realizada necrópsia excisional, 

contendo a área do enxerto e sua periferia, com uma margem de segurança de 1cm além 

da área do enxerto e cada amostra foi colocada em formol 4% tamponado (VETEC, 

Duque de Caxias, RJ, Brasil) com pH 7,2 por 48 horas para fixação. O esquema resumido 

de todo o delineamento experimental encontra-se na Figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 6 – Delineamento experimental in vivo. Fonte: elaborada pelo autor.   

 

As carcaças dos animais foram descartadas em saco plástico branco especial para 

lixo com risco biológico e armazenadas sob refrigeração a -20º.C em um freezer próprio, 

até serem coletadas por empresa de coleta de resíduos biológicos para posterior 

incineração. 
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4.5. Processamento histológico e análise histopatológica  

 

As amostras não mineralizadas (Grupos 1, 2 e 4), após fixação em formol 4% 

tamponado por 48 horas, foram clivadas, lavadas em água corrente por 1 hora e seguiram 

diretamente para desidratação em concentrações crescentes de álcool etílico puro 

(VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil; 1 banho de 70%, 80%, 90% e 3 banhos de 100%, 1 

hora cada), diafanização em 3 banhos de xilol puro (VETEC, Duque de Caxias, RJ, 

Brasil) por 30 minutos cada, impregnação em 3 banhos de parafina líquida a 60oC 

(VETEC, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 1 hora cada e inclusão em parafina (VETEC, 

Duque de Caxias, RJ, Brasil). As amostras mineralizadas (Grupos 3 e 5), após fixação em 

formol 4% tamponado por 48h, foram desmineralizadas durante 1 hora em solução de 

ácido nítrico aquoso 10% e formalina 4% tamponada (1:1), de acordo com MOLINARO; 

CAPUTO; AMENDOEIRA (2010), e depois imediatamente lavadas em água corrente 

por 1 hora, antes de seguirem com o mesmo processamento aplicado aos demais grupos. 

As amostras emblocadas em parafina foram microtomizadas com cortes de 5 μm de 

espessura e coradas pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE). (Figura 7) 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Etapas do processamento das necrópsias e análise histopatológica. 1-amostras 

não mineralizadas, 2 - amostras mineralizadas. Fonte: elaborada pelo autor.   

 

Na análise histopatológica descritiva, todas as lâminas foram avaliadas em 

supervisão de um patologista e passaram pelo processo de fotodocumentação em um 

2 
Clivagem 

1 
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microscópio óptico FWL-1000 (Feldman Wild Leitz, Manaus, AM, Brasil) utilizando a 

câmera fotográfica acoplada Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony, Tókio, 

Japão), para descrição dos processos gerais de inflamação, reparo e persistência do 

enxerto nas diferentes condições experimentais.  

Na análise histopatológica quantitativa, também sob supervisão de um patologista, 

para cada lâmina foram capturadas 5 imagens distintas, em campos contíguos não 

superpostos (Figura 8), que foram contabilizadas de acordo com a presença e intensidade 

dos parâmetros biológicos condizentes com os processos de inflamação, reparo e presença 

do enxerto, descritos na norma ISO 10993-6, conforme Figura 9. Considerando o número 

de animais (n=45) e o total de 5 grupos analisados, a fotocaptura de 5 campos por animal 

(n=5) e os 7 critérios adotados para avaliação dos materiais, essa pesquisa totalizou os 

números de 375 fotomicrografias capturadas e 2625 campos histológicos analisados 

separadamente.  

 

 

Figura 8 – Representação esquemática por sobreposição da fotocaptura de 5 campos 

contíguos não superpostos em cada lâmina histológica para avaliação das respostas 

biológicas locais ao enxerto em tecido subcutâneo de camundongos. Fonte: elaborada pelo 

autor.   
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Padrão de resposta 

inflamatória 

Pontuações 

0 1 2 3 4 

Neutrófilos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltração intensa 

ou até 50% / pc* 

Sobrelotação  

ou > 50% / pc* 

Linfócitos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltração intensa 

ou até 50% / pc* 
Sobrelotação  

ou > 50% / pc* 
Macrófagos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltração intensa 

ou até 50% / pc* 
Sobrelotação  

ou > 50% / pc* 
Células gigantes do tipo 

corpo estranho 

0 Raros, 1-2/pc 3-5/pc Infiltração intensa 

ou até 50% / pc* 
Em camadas 

ou > 50% / pc* 
Nota: Pc: por campo (400x)           *Critério modificado pelos autores 

Padrão de resposta 

reparativa 

Pontuações 

0 1 2 3 4 

Neovascularização 0 Mínima 

capilaridade, 

proliferação, 

focal, 1-3 brotos 

Grupos de 4-7 

capilares com 

estruturas 

fibroblastóides 

de suporte 

Banda ampla de 

capilares com 

estruturas de 

suporte ou até 

50% / pc** 

Banda extensa 

de capilares com 

estruturas 

fibroblastóides 

de suporte ou > 

50% / pc** 

Fibrose ou Tecido 

conjuntivo** 

0 Banda estreita ou 

tecido conjuntivo 

frouxo até 50% / 

pc* 

Banda de 

espessura 

moderada ou 

tecido 

conjuntivo 

frouxo de 50-

100% / pc* 

Banda espessa ou 

tecido conjuntivo 

denso até 50% / 

pc* 

Banda extensa 

ou tecido 

conjuntivo denso 

> 50% / pc* 

Nota: Pc: por campo (400x)           **Critério modificado pelos autores 

Padrão de intregridade 

do enxerto 

Pontuações 

0 1 2 3 4 

Presença do Material*** 0 (100% 

degradado)*** 

Mìnima  

(até 25%)*** 

Leve 

(26-50%)*** 

Moderada 

(51-75%)*** 

Quase total  

(76-100%)*** 

Nota: Pc: por campo (400x)           ***Critério incluído pelos autores 

Figura 9 – Quadro representativo dos critérios de avaliação dos efeitos biológicos locais 

inflamatórios, reparativos e de biodegradação após implantação dos enxertos em tecido 

subcutâneo de camundongos. Fonte: Adaptado de ISO 10993-6, Anexo E (ISO, 2007). 

 

O padrão de biocompatibilidade e de biodegradação para cada tipo de material 

enxertado foi determinado com a ajuda das pontuações médias obtidas em cada condição 

experimental por comparação ao controle positivo. Embora recomendado pela norma, o 

controle negativo, isto é, o próprio leito cirúrgico subcutâneo sem tratamento, não foi 

considerado fidedigno para traçar correlação aos materiais, visto que o parâmetro de 

biodegradabilidade constituiria um viés à pesquisa, na ausência de um material enxertado. 

Ademais, a implantação de um material controle que provocasse notória resposta 

inflamatória e necrose, como é o caso do látex citado em algumas publicações temáticas, 

não foi realizada nesta pesquisa, justificado pelo cumprimento aos parâmetros éticos em 

pesquisa animal dos 3Rs (Redução, Refinamento e Substituição). Nesse pensamento, a 

falta de um controle com padrões inflamatórios e de reparo indesejáveis se justifica por: 
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primeiro, não comprometer a obtenção de dados e resultados referentes à caracterização 

biológica dos materiais-teste, uma vez que o uso do controle positivo nesse estudo já 

oferece os parâmetros comparativos suficientes para caracterizar a biocompatibilidade e 

biodegradação dos mesmos; segundo, a presença do controle negativo pareado ao 

implante do material teste no mesmo animal poderia desencadear intensa resposta 

inflamatória e necrose comprometendo o bem-estar do espécime e levando a mudanças 

comportamentais e fisiológicas que influenciariam na confiabilidade dos dados obtidos, 

ou acarretar a própria morte do animal; e terceiro, a ausência de um controle notoriamente 

danoso promoveu redução do sofrimento, da morbidade e da necessidade de usar uma 

maior quantidade de animais (SARRAF-SILVA; CAVALCANTE; ANDRADE, 2017). 

De acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA), o comprometimento do bem-estar animal pode acarretar em consequências 

como: aumento na variabilidade dos dados; necessidade de um maior número de animais; 

dificuldade na reprodutibilidade dos resultados; ausência de dados; credibilidade reduzida 

dos resultados; resultados que não podem ser aplicados a outras situações; resultados 

impublicáveis; comprometimento na universalidade experimental e uso desnecessário de 

vidas (CONCEA, 2015). 

 

4.6. Análise estatística 

 

Todos os dados quantitativos foram tabulados e as médias obtidas de cada 

parâmetro por animal, para compor uma quintuplicata por condição experimental, foram 

dispostas em gráficos por meio do programa GraphPrism versão 7.0 (GraphPad Software, 

Inc., EUA), para comparações intragrupos (mesmo grupo experimental, semanas 

experimentais diferentes) e intergrupos (grupos experimentais diferentes, mesma semana 

experimental).  

Os dados não-paramétricos foram calculados por meio do programa GraphPad 

InStat versão 3.0 (GraphPad Software, Inc., EUA) usando teste de Kruskal-Wallis e pós-

teste de Dunn. O nível de significância de 5% (p<0,05) foi aplicado para todos os testes 

estatísticos. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1.1. Análise descritiva 

 

5.1.2. Colágeno 

 

A Figura 10 demonstra que o Grupo 1 (material-teste de colágeno) sofreu 

diminuição do seu volume inicial em 1 semana pós-enxerto até sofrer completo 

desaparecimento em 9 semanas, enquanto o Grupo 4 (material-controle) manteve-se 

estável. 

A Figura 11 demonstra que o Grupo 1 apresentou em 1 semana infiltrado 

inflamatório misto, em 3 semanas um tecido de granulação bem vascularizado e em 9 

semanas um tecido conjuntivo frouxo, com algumas áreas de fibrose. O Grupo 4 

apresentou em 1 semana invasão de infiltrado inflamatório misto, já em 3 semanas e em 

9 semanas um tecido de granulação, sem comprometimento de sua integridade 

morfológica.  
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Figura 10 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de colágeno/Grupo 1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M: 

músculo, E: enxerto. Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 

200µm. 
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Figura 11 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de colágeno/Grupo 1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado 

inflamatório neutrofílico (*) ou linfocítico (**), células gigantes multinucleadas do tipo 

corpo estranho (►), vasos sanguíneos (→), fibroblastos ou matriz extracelular conjuntiva 

(C) e enxerto (E). Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala: 

20µm. 
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5.1.3. Nanoqueratina 

 

A Figura 12 demonstra que o Grupo 2 (material-teste de nanoqueratina) sofreu 

diminuição do seu volume inicial em 1 semana pós-enxerto até sofrer completo 

desaparecimento em 9 semanas, enquanto o Grupo 4 (material-controle) manteve-se 

estável. 

A Figura 13 demonstra que o Grupo 2 apresentou em 1 semana infiltrado 

inflamatório misto, em 3 semanas um tecido de granulação vascularizado e rico em 

células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho e em 9 semanas a persistência do 

tecido de granulação. O Grupo 4 apresentou em 1 semana invasão de infiltrado 

inflamatório misto, em 3 semanas e em 9 semanas um tecido de granulação, sem 

comprometimento de sua integridade morfológica.  
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Figura 12 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de queratina/Grupo 2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M: 

músculo, E: enxerto. Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 

200µm. 

 

 



47 
 

 
 
 

 

Figura 13 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de queratina/Grupo 2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado 

inflamatório neutrofílico (*) ou linfocítico (**), células gigantes multinucleadas do tipo 

corpo estranho (►), vasos sanguíneos (→) e fibroblastos ou matriz extracelular 

conjuntiva (C) e enxerto (E). Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de 

escala: 20µm. 
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5.1.4. Biopatita 

 

A Figura 14 demonstra que o Grupo 3 (material-teste de bioapatita) sofreu 

diminuição do seu volume inicial em 1 semana pós-enxerto até sofrer parcial reabsorção 

em 9 semanas, enquanto o Grupo 5 (material-controle) manteve-se estável. 

A Figura 15 demonstra que o Grupo 3 apresentou em 1 semana infiltrado 

inflamatório mononuclear, em 3 semanas um tecido de granulação vascularizado e com 

presença moderada de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho e em 9 

semanas a persistência de células gigantes, tendo o tecido de granulação cedido espaço a 

tecido conjuntivo frouxo ou áreas de fibrose. O Grupo 5 apresentou em 1 semana discreto 

infiltrado inflamatório polimorfonuclear, em 3 semanas e em 9 semanas mínimo infiltrado 

inflamatório, com algumas células gigantes, quadro compatível com sua reabsorção 

parcial. 
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Figura 14 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de bioapatita/Grupo 3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 5 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M: 

músculo, E: enxerto. Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 

200µm. 
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Figura 15 – Análise histopatológica do tecido subcutâneo de camundongos com enxerto 

de material-teste de bioapatita/Grupo 3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou 

material-controle/Grupo 5 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado 

inflamatório neutrofílico (*) ou linfocítico (**), células gigantes multinucleadas do tipo 

corpo estranho (►), vasos sanguíneos (→) e fibroblastos ou matriz extracelular 

conjuntiva (C) e enxerto (E). Coloração: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de 

escala: 200µm. 
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5.1.5. Análise semiquantitativa da interação material/tecido 

 

A Tabela 4 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

neutrófilos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em análises 

intergrupos. Em 1 semana, a presença de neutrófilos foi maior em G1 e G2 comparados 

a G4 (p<0,001) e em G3 comparado a G5 (p<0,001). Em 3 e 9 semanas, não houve 

diferenças significativas intergrupos.  

 

Tabela 4: Análise semiquantitativa da presença de neutrófilos em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 NEUTRÓFILOS  

 G1 G2 G3 G4  G5  

1 SEMANA 1 (0-4)* 2 (0-4)† 1 (0-4)‡ 0 (0-0)*,† 0 (0-3)‡ 

3 SEMANAS 0 (0-2) 0 (0-4) 0 (0-1) 0 (0-3) 0 (0-1) 

9 SEMANAS 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 
 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,001 (*, †, ‡). Fonte: elaborada pelo autor. 

 

A Tabela 5 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

linfócitos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em análises 

intergrupos. Em 1 semana, a presença de linfócitos foi maior em G1 e G2 comparados a 

G4 (p<0,001). Em 3 semanas, a presença de linfócitos foi maior em G1 comparado a G4 

(p<0,001). Em 9 semanas, não houve diferenças significativas intergrupos.  
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Tabela 5: Análise semiquantitativa da presença de linfócitos em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 LINFÓCITOS 

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 3 (2-3)* 3 (2-3)† 3 (2-3) 1 (1-2)*,† 2 (1-3) 

3 SEMANAS 2 (1-3)‡ 2 (1-3) 2 (2-3) 2 (1-3)‡ 1 (0-3) 

9 SEMANAS 1 (0-1) 1 (0-3) 1 (0-2) 1 (0-1) 1 (0-2) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,001 (*, †, ‡). Fonte: elaborada pelo autor. 

 

A Tabela 6 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

macrófagos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em análises 

intergrupos. Em 1 semana, a presença de macrófagos foi maior em G1 e G2 comparados 

a G4 (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) e em G3 comparado a G5 (p<0,01). Em 3 

semanas, a presença de macrófagos foi maior em G3 comparado a G5 (p<0,01). Em 9 

semanas, a presença de macrófagos foi maior em G2 comparado a G4 (p<0,01).  

 

Tabela 6: Análise semiquantitativa da presença de macrófagos em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 MACRÓFAGOS  

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 1 (0-1)* 1 (0-1)‡ 1 (0-2)† 0 (0-1)*,‡ 0 (0-1)† 

3 SEMANAS 3 (0-4) 2 (0-4) 1 (0-1)† 1 (0-1) 0 (0-1)† 

9 SEMANAS 0 (0-2) 2 (0-4)† 0 (0-1) 0 (0-1)† 0 (0-0) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: P<0,05 

(*), P<0,01 (†) ou P<0,001(‡). Fonte: elaborada pelo autor. 

 



53 
 

 
 
 

A Tabela 7 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho para todos os grupos (G1 a G5) 1, 

3 e 9 semanas pós-enxerto, em análises intergrupos. Em 1 e 3 semanas, não houve 

diferenças significativas intergrupos. Em 9 semanas, a presença de células gigantes 

multinucleadas do tipo corpo estranho foi maior em G2 comparado a G4 (p<0,05).  

 

Tabela 7: Análise semiquantitativa da presença de células gigantes multinucleadas do tipo corpo 

estranho em tecido subcutâneo de camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo 

do período experimental. Mediana das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por 

tratamento. 

 CÉLULAS GIGANTES DO TIPO CORPO ESTRANHO 

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 0 (0-1) 0 (0-0) 1 (0-3) 0 (0-2) 1 (0-2) 

3 SEMANAS 0 (0-1) 1 (0-3) 3 (0-3) 1 (0-2) 2 (1-3) 

9 SEMANAS 0 (0-1) 1 (0-3)* 2 (1-3) 0 (0-1)* 1 (0-2) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno 

bovino controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística 

não paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,05(*). Fonte: elaborada pelo autor. 

 

A Tabela 8 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

neovascularização para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em 

análises intergrupos. Em 1 semana, a presença de neovascularização foi maior em G1 e 

G2 comparado a G4 (p<0,001). Em 3 e 9 semanas, não houve diferenças significativas 

intergrupos.  
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Tabela 8: Análise semiquantitativa da presença de neovascularização em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 NEOVASCULARIZAÇÃO 

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 2 (0-4)* 2 (0-4)† 1 (0-3) 0 (0-1)*,† 2 (0-4) 

3 SEMANAS 1 (0-4) 2 (0-4) 1 (0-3) 1 (0-3) 1 (1-2) 

9 SEMANAS 1 (0-4) 1 (0-3) 1 (0-4) 0 (0-4) 1 (0-4) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,001(*, †). Fonte: elaborada pelo autor. 

 

A Tabela 9 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da contagem de 

tecido conjuntivo para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em 

análises intergrupos. Em 1 semana, a presença de tecido conjuntivo foi maior em G1 

comparado a G4 (p<0,05). Em 3 semanas, a presença de tecido conjuntivo foi maior em 

G1 comparado a G4 (p<0,05). Em 9 semanas, a presença de tecido conjuntivo foi maior 

em G1 comparado a G4 (p<0,01).  

 

Tabela 9: Análise semiquantitativa da presença de tecido conjuntivo em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 TECIDO CONJUNTIVO  

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 1 (1-3)* 1 (0-2) 1 (1-2) 1 (0-1)* 1 (1-2) 

3 SEMANAS 1 (1-3)† 1 (0-3) 2 (1-2) 1 (0-2)† 1 (1-3) 

9 SEMANAS 2 (1-3)‡ 1 (1-2) 2 (1-3) 1 (0-3)‡ 1 (0-2) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,05(*, †) ou P<0,01 (‡). Fonte: elaborada pelo autor. 
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A Tabela 10 demonstra a mediana e os valores máximo e mínimo da presença de 

material enxertado para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pós-enxerto, em 

análises intergrupos. Em 1 semana, a presença de material enxertado foi menor em G1 e 

G2 comparados a G4 (p<0,001) e em G3 comparado a G5 (p<0,05). Em 3 semanas, a 

presença de material enxertado foi maior em G1 e G2 comparado a G4 (p<0,001). Em 9 

semanas, a presença de material enxertado foi maior em G1 e G2 comparado a G4 

(p<0,001). 

 

Tabela 10: Análise semiquantitativa da presença de material enxertado em tecido subcutâneo de 

camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do período experimental. Mediana 

das pontuações (valor mínimo-valor máximo), 25 campos por tratamento. 

 PRESENÇA DE MATERIAL ENXERTADO 

 G1 G2 G3 G4 G5 

1 SEMANA 1 (0-3)† 0 (0-1)‡ 4 (1-4)* 4 (3-4)†,‡ 1 (0-3)* 

3 SEMANAS 0 (0-1)† 0 (0-1)‡ 3 (1-4) 4 (3-4)†,‡ 2 (1-4) 

9 SEMANAS 0  (0-0)† 0 (0-0)‡ 2 (1-4) 4 (0-4)†,‡ 2 (1-3) 

Legenda: colágeno avícola (G1), nanoqueratina avícola (G2), bioapatita avícola (G3), colágeno bovino 

controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Análise estatística não 

paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças significantes intergrupos: 

P<0,05(*) ou P<0,001(† ou ‡). Fonte: elaborada pelo autor. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O colágeno extraído de peles e tendões de pés de frango apresentou-se 

biocompatível, com infiltrado inflamatório misto decrescente com células gigantes, 

tecido conjuntivo estável, presença parcial do material em 3 semanas e reabsorção total 

em 9 semanas. Resultados semelhantes foram relatados por Rahmanian-Schwarz et al. 

(2014), que avaliaram a biocompatibilidade de uma membrana de colágeno bovino e 

observaram o mesmo infiltrado inflamatório misto decrescente, reabsorção parcial em 3 

semanas e reabsorção total em 6 semanas. Entretanto, Jardelino et al. (2010) quando 

avaliaram uma membrana de colágeno de peritônio suíno que se apresentou 

biocompatível, com infiltrado inflamatório inicialmente polimorfouclear e 

posteriormente mononuclear que foi decrescendo no período experimental, presença 

moderada de células gigantes, intensa proliferação de fibroblastos e vasos sanguíneos, 

observaram que a reabsorção total do material foi mais precoce, ocorrendo em 3 semanas 

(JARDELINO et al., 2010).    

 A presença de macrófagos e células gigantes multinucleadas do tipo corpo 

estranho em 3 semanas caracteriza uma resposta inflamatória crônica, o que pode pode 

justificar a reabsorção dos materiais a base de colágeno. A ausência de resposta 

inflamatória e presença de resposta reparativa após 9 semanas indicam que não houve 

inflamação severa, ressaltando a boa biocompatibilidade dos materiais, assim como 

observado por Jardelino et al. (2010) e Rahmanian-Schwarz et al. (2014). Neste estudo, 

o fenômeno de reparo foi evidenciado pela deposição crescente de tecido conjuntivo a 

partir de 3 semanas e neovascularização em 9 semanas no local do implante. Em 

contraste, Rahmanian-Schwarz et al. (2014) observaram neovascularização e 

encapsulação precoce já em 1 semana após implante em subcutâneo de camundongos de 

uma membrana de colágeno bovino e após 6 semanas já não foram detectadas evidências 

de encapsulação, formação de cicatriz ou neovascularização e inflamação a longo prazo. 

De forma similar, Kim et al. (2007) avaliaram a biocompatibilidade de uma membrana 

de colágeno de submucosa de intestino suíno e observaram a presença de fibrose e 

neovascularização em 2 semanas pós-implante em subcutâneo.  

A nanoqueratina extraída de penas de frango apresentou-se biocompatível, com 

infiltrado inflamatório misto decrescente com células gigantes, tecido conjuntivo estável, 

presença parcial em 3 semanas e reabsorção total em 9 semanas. Os resultados foram 
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similares ao colágeno avícola, embora com maior intensidade de células gigantes 

multinucleadas do tipo corpo estranho entre 3 e 9 semanas. Segundo a norma ISO 10993-

6 (2007), além das características físico-químicas do biomaterial como composição 

química, tamanho da partícula e cristalinidade, a forma de apresentação ou morfologia do 

produto implantado também pode influenciar na resposta biológica induzida no tecido. 

Isso corrobora a hipótese de que a nanoqueratina processada em lâminas friáveis possa 

ter elicitado uma resposta inflamatória crônica mais intensa e contribuído para aceleração 

do fenômeno reabsortivo. Wang et al. (2017) também comprovaram a biocompatibilidade 

de queratina obtida de penas de frango na forma de hidrogel quando implantada em 

subcutâneos de ratos, com resposta inflamatória aguda e neovascularização em 1 semana, 

pico de inflamação mista em 2 semanas e em 4 semanas, redução da inflamação e 

completa dissolução do material. Os autores sugerem que esse hidrogel possa ser usado 

para o reparo de feridas cutâneas (WANG et al., 2017a).  

Na avaliação do potencial uso como compósito, Saravanan et al. (2013) obtiveram 

nanopartículas de queratina de penas de frango e avaliaram sua biocompatibilidade in 

vitro, em cultura de osteoblastos humanos, em associação a uma matriz de quitosana. 

Como resultados observaram que a presença de nanoqueratina aumentou a degradação da 

matriz de quitosana e a adesão de proteínas de adsorção podendo melhorar a interação 

célula/material, dessa forma sugerindo potencial para utilização na terapia de defeitos 

ósseos (SARAVANAN et al., 2013). Apesar da biocompatibilidade e biodegradabilidade 

descritas in vitro e in vivo, uma desvantagem referente ao uso da nanoqueratina como 

biomaterial para o reparo ósseo é seu curto prazo de reabsorção. A reabsorção é uma 

característica necessária e desejada para o uso de um biomaterial para engenharia de 

tecidos como enxertos ou carreadores de células, pois não precisam ser removidos após 

implante evitando, assim, possíveis complicações cirúrgicas e desconforto para o paciente 

(JARDELINO et al., 2010). Porém, dependendo do seu tempo de reabsorção, o material 

pode servir para reparo limitado de alguns tecidos. No caso específico do tecido ósseo, 

torna-se necessário a presença da estrutura e função do biomaterial por no mínimo seis 

semanas, tempo necessário para a migração de células osteogênicas e início da 

regeneração do tecido perdido (JARDELINO et al., 2010).  

Uma potencial aplicabilidade para o colágeno e nanoqueratina avícola testados, 

considerando sua acelerada biodegradabilidade total em até 9 semanas, é sua utilização 

como uma esponja hemostática. A utilização de agentes hemostáticos em procedimentos 
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cirúrgicos em sítios intraorais de pequena dimensão, como preenchimento de alvéolos 

frescos pós-exodontia, minimizam complicações pós-operatórias como sangramento 

prolongado, dor e demora de cicatrização, especialmente no caso de pacientes diabéticos, 

hemofílicos, anêmicos, hipertensos e entre outras doenças relacionadas (SANTANA et 

al., 2009). As esponjas à base colágeno têm sido as mais utilizadas e na Odontologia são 

comumente aplicadas em procedimentos de reparo e regeneração periodontal, como a 

Hemospon® (TechNew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) que, em um estudo in vivo em 

subcutâneo de ratos, apresentou reabsorção completa em 3 semanas pós-implante 

(SANTANA et al., 2009), assim como observado em nossos resultados para o colágeno 

e a nanoqueratina. A queratina também tem sido estudada como agente hemostático e 

cicatrizante e tem apresentado resultados promissores, como demonstrado por Wang et 

al. (2017b) ao avaliarem hidrogéis de queratina de penas de frango na cicatrização de 

feridas e observarem fechamento de 90% da lesão do grupo tratado em 10 dias comparado 

a apenas 60% do grupo não-tratado no mesmo tempo. 

Outra potencial aplicabilidade para o colágeno e nanoqueratina avícola testados, 

considerando sua acelerada biodegradabilidade em até 9 semanas, é sua utilização para 

desenvolvimento biotecnológico de barreiras de membrana reabsorvíveis para uso no 

Reparo Tecidual Guiado (RTG) ou Reparo Ósseo Guiado (ROG) conjugadas a enxertos 

ósseos em Odontologia. Um problema associado à perda dentária é a reabsorção do osso 

alveolar. Isso afeta a sua altura e espessura e dificulta a instalação de implantes dentários, 

sendo necessária a realização de enxertia de osso autógeno (NÓIA et al., 2017). Porém, 

um problema relacionado a esse processo é a reabsorção do enxerto, que pode variar de 

25 a 50% (NÓIA et al., 2014). A RTG ou ROG utiliza-se de membranas reabsorvíveis ou 

não como barreiras físicas sobre áreas de enxerto objetivando tornar o processo de reparo 

tecidual mais eficiente, pois as membranas possibilitam o isolamento de células 

associadas com o reparo tecidual e impede a infiltração de células indesejadas 

(GERZSON et al., 2016) e ainda diminuem a reabsorção do enxerto aumentando a 

eficácia do processo (KIM et al., 2009). Na ROG, as membranas são utilizadas para 

revestimento de áreas de enxertia a fim de impedir a invasão do tecido epitelial e 

conjuntivo e garantir a formação óssea em áreas de interesse, como no caso de implantes 

ósseo-integrados (GERZSON et al., 2016). Para aplicação na ROG, as membranas, sejam 

elas reabsorvíveis ou não, devem apresentar os seguintes requisitos: biocompatibilidade, 

segurança biológica ao uso, não-antigenicidade e induzir pouca ou nenhuma reposta 
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inflamatória (BUSER, 2010). No entanto, o uso de membranas reabsorvíveis torna-se 

mais vantajoso, uma vez que não depende ser removido, evitando a necessidade de 

segundo tempo cirúrgico (GERZSON et al., 2016).  

Dentro desse contexto e de acordo com os nossos resultados, colágeno e 

nanoqueratina avícolas apresentam características biológicas favoráveis para 

desenvolvimento de membranas reabsorvíveis para uso clínico. Boa adesão celular, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, não-imunogenicidade e fácil manipulação 

tornam tais materiais adequados para uso em RTG (KIM et al., 2009; BUNYARATAVE; 

WANG, 2001). Atualmente a grande maioria das membranas reabsorvíveis 

comercialmente disponíveis são à base de colágeno, incluindo: Lumina-Coat® e Lumina-

Coat Double-Time® (Criteria, São Paulo, SP, Brasil), Bio-Gide® (Geistlich, São Paulo, 

SP, Brasil) e BioMend® (Zimmer, FL, EUA). Por outro lado, ainda não existem 

disponíveis membranas à base de nanoqueratina para fins de RTG, um potencial a ser 

explorado em estudos futuros. As células envolvidas na ROG, os osteoblastos, atingem 

maturidade entre 3 e 4 semanas, logo a membrana utilizada deve manter-se estável por 

tempo suficiente para o repovoamento seletivo por osteoblastos (GERZSON et al., 2016). 

Alguns autores sugerem que uso de membranas em dupla camada pode aumentar a sua 

estabilidade, como mostrado por Kim et al. (2009) que observaram que a dupla camada 

de membrana de colágeno sobre enxerto ósseo em defeito de tamanho crítico em calvária 

de coelhos prolonga o tempo de reabsorção de 4 para 6 semanas quando comparada à 

camada única.  

A bioapatita extraída de ossos de frango apresentou-se biocompatível, com 

infiltrado inflamatório misto decrescente com células gigantes, tecido conjuntivo estável 

e reabsorção parcial até 9 semanas. Embora a presença moderada de células gigantes 

multinucleadas do tipo corpo estranho fosse evidente entre 3 e 9 semanas, os resultados 

de biodegradação diferiram do colágeno e da nanoqueratina avícola, que sofreram 

reabsorção total, enquanto fragmentos de bioapatita ainda estiveram presentes. A 

reabsorção parcial apresentada pela bioapatita ressalta o seu potencial para a engenharia 

de tecidos com aplicações no reparo de tecido ósseo, uma vez que a biodegradabilidade 

é uma característica importante para o reparo tecidual permitindo uma melhor interação 

entre biomaterial e tecido local facilitando a formação de tecido novo 

(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). Deng et al. (2013) compararam as 

características físico-química e biológica in vitro de apatitas naturais e observaram que 
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as mesmas apresentaram boa citocompatibilidade. A baixa proporção de cálcio/fostato, o 

tamanho dos cristais e a grande quantidade de substituição de carbonato, características 

típicas das bioapatitas, aumentaram a solubilidade das moléculas de apatitas e 

influenciaram positivamente na sua citocompatibilidade (DENG et al., 2013).  A parcial 

reabsorção da bioapatita avícola em tecido subcutâneo estimula o interesse em futuros 

estudos ortotópicos para avaliar sua capacidade como enxerto osseocondutor in vivo, 

incluindo defeitos de tamanho crítico. 

Dentre os materiais à base de fosfato de cálcio, a hidroxiapatita ainda é o mais 

utilizado pela bioengenharia óssea, pois possui composição mineral semelhante ao osso 

humano e, além disso, é biocompatível, apresenta excelente bioatividade e 

osteocondutividade (GRENHO et al., 2015; GHOLIPOURMALEKABADI et al.,2015; 

LEE et al., 2013; TRIPATHI; BASU, 2012). No entando, a hidroxiapatita possui baixa 

biodegradabilidade tanto in vitro quanto in vivo e isso tem sido considerado o principal 

fator limitante para sua aplicação clínica (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). 

Chissov et al. (2008) corroboram esse comportamento, demonstrando que grânulos de 

hidroxiapatita enxertados em subcutâneos de camundongos, embora biocompatíveis, 

permaneceram intatos até 9 semanas pós-enxerto. A geração de compósitos é uma 

alternativa que busca unir as características de diferentes materiais para alcançar um 

produto final mais vantajoso. Para superar a baixa reabsorção da hidroxiapatita sozinha, 

sua associação a colágeno, queratina, quitosana e fribroína de seda tem melhorado sua 

biodegradabilidade (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). 

Salgado et al. (2016) demonstraram que criogéis a base de colágeno e 

nanohidroxiapatita em diferentes proporções (30:70, 50:50 e 70:30) enxertados em ratos 

no tecido subcutâneo não induziram inflamação significativa (pequeno recrutamento de 

macrófagos, linfócitos e raras células gigantes), promoveram angiogênese periférica ao 

enxerto e reparo fibroso de 1 a 4 semanas e em defeito ósseo de tamanho crítico, na 

proporção 30:70, sofreu degradação contínua e neoformação óssea parcial após 8 e 12 

semanas (SALGADO et al., 2016). Bittencourt et al. (2014) demonstraram que 

xenoenxerto bovino de hidroxiapatita e colágeno (75:25) in vitro exibia ausência de 

citotoxicidade imediata até 72 horas, aderência e espraiamento celular sobre o material 

em 1 semana e in vivo, ausência de foco de necrose e presença de tecido de granulação 

de intensidade moderada após 5 semanas e grânulos do xenoenerto intatos e envoltos por 

tecido conjuntivo frouxo e algumas células gigantes multinucleadas do tipo corpo 
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estranho após 10 semanas. De forma similar, Gholipourmalekabadi et al. (2015) 

demonstraram que um nanocompósito de hidroxiapatita e fibroína de seda também 

apresentou in vitro uma atoxicidade em até 72 horas de exposição indireta, bem como in 

vivo biocompatibilidade em subcutâneo de camundongos, sem aumento significativo de 

linfócitos na área do enxerto mas com aumento significativo de macrófagos associado à 

degradação do material, entre 1 e 4 semanas. Dias et al. (2017) comparou o efeito 

biológico de um compósito poroso de hidroxiapatita e queratina (40:60) enxertado em 

defeito ósseo em tíbia de ovino ao de uma membrana porosa de colágeno tipo I. Ambos 

exibiram biocompatibilidade e, embora o compósito tenha apresentado um percentual de 

osteóide menor do que a membrana, o enxerto apresentou tempo de reabsorção superior, 

sendo possível sua detecção após 12 semanas enquanto o colágeno foi totalmente 

rebsorvido em apenas 4 semanas. Nesse estudo, o compósito apresentou taxa de 

reabsorção similar à taxa de regeneração do tecido ósseo, mantendo a estabilidade do leito 

cirúrgico até a atuação pelo sistema de reparo ósseo do hospedeiro (DIAS et al., 2017).   

Tais evidências da literatura mostram que a associação de materiais na forma de 

compósitos apresenta-se satisfatória em termos de biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e, por vezes, osseocondutividade. Os bons resultados biológicos 

individuais dos materiais testados nessa pesquisa e o potencial sinergismo dos mesmos 

encorajam a realização de estudos futuros para a produção e avaliação de hidrogéis com 

diferentes proporções de colágeno, nanoqueratina e bioapatita avícola para geração de 

barreiras de membrana úteis em regeneração tecidual guiada ou óssea.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O material testado a base de colágeno derivado da indústria avícola é 

biocompatível, por apresentar declínio de infiltrado inflamatório e cicatrização estável em 

tecido subcutâneo ao longo do período experimental. Devido a sua constituição 

polimérica e à reabsorção acelerada e total, sugere potencial individual de 

desenvolvimento biotecnológico como agente hemostático para tratamento de pequenos 

defeitos ósseos. 

O material testado a base de nanoqueratina derivada da indústria avícola é 

biocompatível, por apresentar declínio de infiltrado inflamatório e cicatrização estável em 

tecido subcutâneo ao longo do período experimental. Devido a sua constituição 

polimérica e à reabsorção acelerada e total, sugere potencial individual de 

desenvolvimento biotecnológico como agente hemostático para tratamento de pequenos 

defeitos ósseos. 

O material testado a base de bioapatita derivada da indústria avícola é 

biocompatível, por apresentar declínio de infiltrado inflamatório e cicatrização estável em 

tecido subcutâneo ao longo do período experimental. Devido a sua constituição 

biocerâmica e à reabsorção lenta e parcial, sugere potencial individual de 

desenvolvimento biotecnológico como enxerto ósseo para tratamento de perdas ósseas 

pequenas a moderadas. 
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