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RESUMO

O sucesso dos enxertos ósseos autógenos está relacionado à viabilidade das células transportadas para a área receptora. 
Durante o procedimento cirúrgico, entre a retirada do bloco ósseo da área doadora e sua colocação na área receptora, 
é comum que o fragmento fique algum tempo em solução fisiológica. O objetivo desse estudo foi realizar avaliação 
histomorfométrica da preservação de osteócitos em fragmentos de tíbia, mantidos em solução salina por diferentes 
períodos. Vinte e quatro fragmentos ósseos foram removidos e divididos em quatro grupos iguais. O grupo controle foi 
fixado em formol 10%, imediatamente após a remoção. Os demais grupos foram mantidos em solução salina por 5, 15 
ou 30 minutos, antes da fixação. Em seguida, os espécimes foram descalcificados em EDTA e processados para inclusão 
em glicol metacrilato. Os cortes com cerca de 3μm de espessura foram corados em azul de toluidina 1%. A análise 
histológica foi realizada segundo critério que considerou os osteócitos como normais, alterados e lacunas (vazias). Se-
gundo análise estatística (teste de Tuckey) houve redução significativa na quantidade de osteócitos normais em todos os 
períodos experimentais. O número de lacunas e osteócitos alterados aumentou significativamente em todos os períodos 
experimentais, exceto em 5 minutos. Segundo os resultados, ocorre redução progressiva da quantidade de osteócitos em 
fragmentos ósseos de tíbia de coelhos mantidos em solução salina.
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INTRODUÇÃO

A reabilitação de pacientes parcialmente ou total-
mente desdentados é complicada devido à perda óssea 
decorrente de fatores fisiológicos ou traumáticos. O 
desenvolvimento de técnicas de engenharia tecidual, 
utilizando enxertos, tem favorecido a reabilitação desses 
indivíduos4,19. Os enxertos ósseos autógenos são o de 
melhor previsibilidade e atualmente mais utilizados2,4,9 
sendo possível obtê-los de áreas doadoras intra ou extra 
orais. Os sítios doadores extra orais mais comumente uti-
lizados são a calvária18, tíbia5,8, costela18 e crista ilíaca14,18. 

Durante a intervenção cirúrgica, entre a retirada do bloco 
ósseo da área doadora e sua colocação na área receptora, 
é comum que os fragmentos ósseos permaneçam arma-
zenados em soro fisiológico, enquanto o leito receptor é 
preparado. O tempo em que os fragmentos ósseos ficam 
em solução fisiológica é variável, não estando estabe-
lecido por quanto tempo as células ósseas permanecem 
viáveis, possibilitando que o enxerto exerça as funções de 
osteocondução e osteoindução2. O objetivo desse estudo 
foi realizar avaliação histomorfométrica de fragmentos 
ósseos de tíbia de coelho, mantidos em solução salina 
por 5, 15 e 30 minutos.
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MATERIAL E MÉTODOS

No presente estudo foram utilizados seis coelhos 
albinos machos, adultos jovens, da raça Nova Zelândia. 
Os animais foram anestesiados por via intramuscular, 
administrando a associação Quetamina (10mg/kg de 
peso), Xilazina 2% (4mg/kg de peso), Acepromazina 
0,2% (0,15mg/kg de peso)11 e Midazolan (0,2mg/kg)13, 
seguindo as determinações do Colégio Brasileiro 
de Experimentação Animal-COBEA. Foi realizada 
tricotomia na superfície anterior da tíbia e a pele e 
tecidos subcutâneos foram incisados. O periósteo que 
recobre a região anterior da tíbia foi incisado, elevado 
e rebatido lateralmente. Os blocos ósseos foram obti-
dos da região usando uma broca trefina com 5mm de 
diâmetro, montada em peça reta, sob baixa rotação. As 
osteotomias foram realizadas sob irrigação constante 
com soro fisiológico, evitando o superaquecimento. 
Dois fragmentos foram removidos de cada tíbia (4 
fragmentos de cada coelho). Os 24 fragmentos foram 
divididos em 4 grupos iguais: controle, 5, 15 e 30 
minutos. O grupo controle foi fixado em formol 10%, 
imediatamente após a remoção. Os demais grupos 
foram mantidos em solução fisiológica de cloreto de 
sódio 0,9% (solução salina) por 5, 15 e 30 minutos, an-
tes da fixação. Em seguida, os fragmentos foram des-
calcificados em EDTA 10% por 45 dias e processados 
para inclusão em glicol metacrilato (Leica-Historesin). 
Os cortes com cerca de 3 micrômetros de espessura 
foram corados em azul de toluidina 1% e analisados 
ao microscópio de luz. A análise histomorfométrica 
foi realizada segundo critério que considerou os os-
teócitos como normais, alterados e lacunas vazias. Os 

osteócitos foram classificados como normais quando 
ocupavam 50% ou mais do interior de sua lacuna, 
alterados quando ocupavam menos de 50% do inte-
rior de sua lacuna, e lacunas vazias (sem osteócitos). 
Seguindo esse critério foi realizada uma contagem 
diferencial dos osteócitos nos campos microscópios, 
tendo sido analisado apenas o centro das corticais ós-
seas. Utilizando objetiva de 40X foram contados vinte 
campos microscópios por período analisado, em um 
estudo cego. Os valores médios por período para cada 
parâmetro foram obtidos e tratados estatisticamente. 
Os dados obtidos foram submetidos a teste de normali-
dade, onde comprovada a distribuição normal, foram 
submetidos a teste estatístico paramétrico. Primeira-
mente foi realizada Análise de Variância, que permitiu 
comprovar a existência de diferença entre os grupos e 
foi aplicado o teste de Tuckey para analisar os dados 
separadamente. A média e o desvio padrão para cada 
parâmetro (osteócito normal, alterado e lacuna vazia) 
foram calculados para os quatro grupos (controle, 5, 
15 e 30 minutos). As diferenças foram consideradas 
estatisticamente significantes se p< 0,05.

RESULTADOS

O tecido ósseo apresentou aspecto histológico 
normal em todos os grupos experimentais (Figura1). 

Ao longo dos períodos experimentais, os osteóci-
tos apresentaram–se progressivamente alterados. Os 
osteócitos classificados como alterados no grupo 30 
minutos (Figuras1 e 2D) estavam mais contraídos em 
suas lacunas se comparados aos alterados dos outros 
grupos (Figura 2).

FIGURA 1 – Fotomicrografia de tecido ósseo mantido em solução fisio-
lógica (NaCl, 0,9%) por 30 minutos, evidenciando ósteon completo (seta), 
osteócitos normais (N), osteócitos alterados (A) e lacunas (L). Corado em 
azul de toluidina 1%. Aumento original 40X. 

FIGURA 2 – Fotomicrografia de tecido ósseo mantido em solução fi-
siológica (NaCl, 0,9%), evidenciando osteócitos normais (N), osteócitos 
alterados (A) e lacunas (L). 2A – grupo controle, 2B – grupo 5 minutos, 2C 
– grupo 15 minutos, 2D – grupo 30 minutos. Corado em azul de toluidina 
1%. Aumento original 40X.
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Segundo análise estatística houve redução signifi-
cativa do número de osteócitos normais nos períodos 
experimentais 5, 15 e 30 minutos, quando compara-
dos ao grupo controle. A quantidade de osteócitos 
alterados aumentou progressivamente em todos os 
tempos experimentais, sendo significante a diferença 
entre os grupos 15 e 30 minutos, quando cada um 

Tabela 1 –  Valores médios da contagem dos elementos no tecido ósseo em diferentes períodos experimentais. 
Resultados expressos em média (μ) e desvio padrão (SD)*.

Minutos
Osteócitos normais

 μ SD

Osteócitos alterados

μ SD

Lacunas

μ SD

0 30,80 ± 4,64 a 8,65 ± 2,34 e 9,90 ± 2,04 i

5 25,08 ± 6,99 b 9,25 ± 2,31 f 10,70 ± 3,21 j

15 20,50 ± 4,89 c 15,70 ± 3,59 g 14,55 ± 3,84 k

30 16,20 ± 2,74 d 17,15 ± 2,51 h 17,00 ± 3,90 l

* Diferenças estatisticamente significantes foram obtidas com as seguintes comparações: aversusb (p< 0,01); aversusc (p< 0,01); aversusd (p< 0,01);q 
bversusc (p< 0,05);q eversusg (p< 0,01); eversushq (p< 0,01);q fversusg (p< 0,01);q fversush (p< 0,01); iversusk (p< 0,01); iversusl (p< 0,01); jversusk (p< 0,01); 
jversusl (p< 0,01). 

deles foi comparado ao grupo controle. O mesmo foi 
observado quando o teste estatístico foi aplicado a 
lacunas vazias. A quantidade de osteócitos alterados e 
lacunas vazias entre os grupos 15 e 30 minutos, e entre 
o grupo controle e 5 minutos não foi estatisticamente 
significante. Estes resultados estão apresentados na 
Tabela 1 e no Figura 1. 

FIGURA 3 – Média da contagemq de osteócitos normais, osteócitos alterados e lacunas vazias nos diferentes tempos experimentais.
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DISCUSSÃO

Neste estudo, o coelho foi escolhido como mod-
elo experimental devido às semelhanças fisiológicas 
e metabólicas entre o tecido ósseo desse animal e o 
de humanos6. 

Durante a preparação histológica, o tecido ósseo 
sofre alterações relacionadas à técnica de processa-
mento. A fixação do material em formol causa um es-
paço perilacunar, resultante da contração do osteócito. 
Segundo Marotti et al.12 (1998), a fixação do tecido 
ósseo não interfere substancialmente na preservação 
dos osteócitos. O processo de desmineralização tam-
bém causa retração das células ósseas. Este fenômeno 
pode ser minimizado pelo uso de descalcificadores 
menos agressivos. Nesse estudo foi utilizado EDTA, 
um quelante de íons cálcio que promove descalcifi-
cação lenta e o material foi incluído em glicol meta-
crilato com objetivo de reduzir artefatos7. A despeito 
de todos os possíveis artefatos técnicos é importante 
considerar que o grupo controle foi submetido às 
mesmas condições que os grupos experimentais, 
sendo este estudo comparativo. Os cortes histológicos 
obtidos foram perpendiculares ao longo eixo da tíbia, 
selecionando para contagem regiões de lamelas para-
lelas e ósteons completos, evitando área intersticial e 
lacunas em corte superficial. A contagem celular foi 
feita na região central da cortical óssea excluindo a 
periferia, que geralmente apresentava tecido alterado, 
produzido pela utilização da trefina durante a remoção 
dos fragmentos ósseos.

Em enxertos ósseos autógenos, quanto maior o 
número de células sobreviventes mais rápido ocorrerá 
a cicatrização e revascularização óssea1,10,16-7. O tecido 
ósseo deve permanecer o menor tempo possível em 
condições completamente isquêmicas, como por ex-
emplo em solução fisiológica, pois a possibilidade dos 
osteócitos sobreviverem nessas condições é limitada. 

Nesse estudo ocorreu uma redução significativa de 
osteócitos normais em todos os períodos experimen-
tais, e um aumento de osteócitos morfologicamente 
alterados e lacunas vazias nos fragmentos ósseos que 
permaneceram 15 ou 30 minutos em solução salina 
(NaCl 0,9%). Os osteócitos classificados como altera-
dos no tempo experimental de 30 minutos mostraram-
se mais contraídos no interior de suas lacunas quando 
comparados aos osteócitos alterados dos outros grupos 
experimentais. Os dados sugerem que esses osteóci-
tos apresentavam-se mais avançados no processo de 
degeneração. Mendico, et al.15 (1996), reportaram 
que o tempo máximo recomendado para manuten-
ção de fragmentos ósseos em condições extra orais 
encontra-se entre 20 minutos e 3 horas. Entretanto, 
Berggren et al.3 (1982), demonstraram que osteócitos 
e osteoblastos podem sobreviver por até 25 horas em 
condições completamente isquêmicas. Os resultados 
apresentados por esses autores referem-se apenas 
à possibilidade de sobrevivência das células ósseas 
nessas condições, mas não à quantidade de células 
sobreviventes. Os resultados encontrados no presente 
estudo indicam que o tecido ósseo deve permanecer 
o menor tempo possível armazenados em solução 
salina enquanto aguarda seu posicionamento no leito 
receptor. Torna-se necessário investigar a capacidade 
de outras soluções terapêuticas em preservar osteócitos 
em enxertos ósseos autógenos, bem como estudos, 
combinando técnicas histológicas e histoquímicas, 
para avaliar a viabilidade das células ósseas rema-
nescentes.

CONCLUSÃO

A quantidade de osteócitos, em fragmentos de 
tíbia de coelho, diminui ao longo do tempo quando 
o fragmento ósseo é mantido solução salina (NaCl 
0,9%).
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ABSTRACT

The success of autogenous bone grafts are related to the viability of the cells transferred to receptor site. At surgical 
intervention, during the transference of bone grafts from donor site to receptor site, is common that grafts stay in saline 
physiological solution for sometime. The aim of this study was to analyze histologically the rabbit’s tibia bone grafts 
kept for several times in saline solution. Twenty four bone grafts were removed and separated in four groups. The control 
group was fixed in 10% formaldehyde. The other groups stayed in saline solution for 5, 15 and 30 minutes, and immersed 
in the same fixative. All groups were decalcified in 10% EDTA, and embedded in glycol methacrylate (Leica Historesin). 
The sections were cut at 3 μm and stained with 1% tolluidine blue. The osteocytes were analyzed. They were classified 
like normal, abnormal (morphologically changed) and empty lacunae (without osteocyte). According to statistical test 
(Tuckey’s Test) there was a significant decrease between the number of normal osteocytes to all groups. The number of 
abnormal osteocytes and empty lacunae increased as time passed by. From this study it was possible to conclude that a 
number of osteocytes decreased in rabbit’s tibia bone grafts maintained in saline solution as time went by.

UNITERMS
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