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RESUMO

Com a evolucao da cirurgia craniomaxilofacial, quantidades cada vez
maiores de 0Sso sao necessarias para reconstrucao. Nas situacdes de
extenso déficit 6sseo ou quando € necessario diminuir tempo e
morbidade cirdrgica, o uso de enxerto homélogo deve ser considerado.
O objetivo deste experimento é comparar, em um modelo experimental
de cirurgia craniomaxilofacial, 0 comportamento de 0ssos processados
e armazenados pelos métodos disponiveis em nosso meio, a
liofilizacdo com autoclavagem e a congelacdo profunda, com o enxerto
autdlogo. Trinta ratos Wistar adultos foram divididos em trés grupos
submetidos a cranioplastia com reconstrugcdo com enxerto 6sseo. O
grupo 1 recebeu homoenxertos congelados, o grupo 2 recebeu
homoenxertos liofilizados e o grupo 3 foi reconstruido com enxertos
autdlogos frescos. Quatro animais de cada grupo foram sacrificados na
62 semana. Os 6 restantes foram sacrificados na 152 semana. Os
resultados foram avaliados por parametros macroscépicos e
histopatoldgicos. Na primeira avaliacdo os grupos 1 e 3 apresentavam
resultados semelhantes, enquanto o grupo 2 mostrava resultados
significativamente piores em varios parametros avaliados. Na avaliacao
tardia enquanto o grupo 1 mostrou uma diminuicdo na neoformacao
O0ssea e na atividade osteoblastica, o grupo 2 apresentou indices
significativamente maiores para estes parametros. O grupo 3 manteve
sua proporcao de osso neoformado inalterada, com uma diminuicdo da

atividade dos osteoblastos. Conclui-se que o enxerto autélogo fresco



permanece como primeira opcdo na reparacdo do esqueleto facial.
Embora os enxertos homodlogos tenham apresentado resultados
satisfatorios, com capacidade de osteoinducdo e osteoconducado, o0s
enxertos homologos liofilizados parecem ter um melhor comportamento

em longo prazo.



ABSTRACT

This experiment was designed to compare, in an experimental model of
craniomaxillofacial surgery, the behavior of processed and banked
bones through lyophilization with autoclave or deep-freezing with
autogeneic grafts. Thirty Wistar rats were divided in three groups and
submitted to cranioplasty with reconstruction using bone graft. Group 1
received deep-frozen allografts, group 2 received lyophilized allografts,
and group 3 was reconstructed with fresh autografts. Four animals of
each group were sacrificed at week 6. The remaining 6 were sacrificed
at week 15. Results were evaluated by macroscopic and
histopathologic parameters. In the first evaluation, groups 1 and 3
showed similar results, while group 2 showed significantly worse results
in several parameters. In the late evaluation, group 1 showed
diminished bone neoformation and osteoblastic activity, whereas group
2 showed significantly higher indexes in these parameters. Group 3
kept its proportion of neoformed bone unchanged, with a decrease in
osteoblastic activity. It is concluded that fresh autografts remain as the
first choice in repairing the facial skeleton. Although allografts presented
satisfactory results, with osteoinductive and osteoconductive properties,

lyophilized allografts appear to show a better behavior in the follow up.



1. INTRODUCAO



As malformacdes congénitas e as perdas 6sseas causadas por resseccdes de
tumores, infeccdes ou traumas sdo um desafio na cirurgia reconstrutiva da face. O
0sso € um dos tecidos mais utilizados nas cirurgias de transplantes humanos
12345 A utilizacdo de osso armazenado cresceu nos EUA de uma estimativa de
100.000 casos em 1971 para aproximadamente 250.000 em 1991°°. Na Gltima
década, o uso clinico de homoenxertos ¢sseos atingiu 355 000 casos por ano ’.
Destes, estima-se que 200.000 sdo para uso médico e 0 restante para uso
odontolégico 8. Aproximadamente 10 a 15 % das cirurgias ortopédicas realizadas

nos Estados Unidos a cada ano envolvem alguma forma de enxerto 6sseo °.

A grande maioria dos enxertos utilizados na cirurgia craniomaxilofacial é autologo,
retirado da calota craniana 121314 A Jiteratura estéa repleta de estudos clinicos

e laboratoriais 1,3,4,11,12,13,14,15,16,17,18

gue mostram a superioridade dos enxertos
membranosos e as vantagens da utilizacdo de o0sso isotopico, que se adapta

melhor ao sitio receptor.

Com a evolucao da cirurgia craniomaxilofacial, quantidades cada vez maiores de
0SSO S80 necessarias para reconstrucdo. Nestas situacdes de extenso déficit
0sseo ou quando é necessario diminuir tempo e morbidade cirdrgica, o uso do

341213 Os xenoenxertos bovinos sdo

enxerto homodlogo esta indicado
correntemente comercializados como material inerte, livre de antigenos, mas tem
apresentado respostas insatisfatorias. Talvez mais promissores sejam 0s
materiais de substituicdo 6ssea que podem mimetizar o arcabouco 0sseo. As
vantagens destes materiais incluem a preservacdo de uma possivel zona

doadora, a eliminacdo do risco de transmitir doencas infecciosas, a

disponibilidade ilimitada e riscos de infec¢cdo cirdrgica menor. Estes materiais



também sdo de particular interesse para serem utilizados como veiculos para
proteinas osteogénicas. Os biomateriais da hidroxiapatita sdo osteocondutivos,
mas nao intrinsecamente osteoindutivos. Estes materiais sdo biocompativeis mas
apresentam uma performance biofisica inadequada em termos de remodelacao,

resultando em migracéo, deiscéncia, ulceracéo e extrusio *.

O osso homologo ndo € um tecido imunoprivilegiado como ja foi pensado. Ao
contrario, tem se demonstrado a ocorréncia de resposta imunologica mediada por
células e reacdo antigeno-anticorpo ao enxerto. Os modelos animais mostram
que a incorporacdo dos homoenxertos aumenta com a diminuicao das diferencas
de histocompatibilidade entre enxerto e receptor. Para 0 seu sucesso, por outro
lado, é necessario manter os componentes organicos capazes de promover a
osteoinducdo. Isto torna a escolha do processo de armazenamento e de selecao

do enxerto mais complexa e representa uma area de crescente pesquisa °.

No banco de ossos do Servico de Traumatologia e Ortopedia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), os métodos de armazenamento utilizados séo a
congelacédo profunda do osso sem esterilizacdo e a liofilizagdo com esterilizacao

em autoclave *°.

A congelacdo profunda é uma técnica simples. A maior vantagem do 0SSO
congelado € sua simplicidade de preparacdo e armazenamento. Tem como
desvantagens a persisténcia de risco significativo de transmissdo bacteriana e

viral para o receptor e pequena alteracdo da antigenicidade do enxerto >*°.

A liofilizacdo tem sido utilizada nos dltimos 50 anos, tornando-se um dos métodos

de preservacéo de osso e tecido colageno de resultados mais satisfatorios 2.



A liofilizacdo para preservacao de enxertos 0sseos ndo afeta de forma adversa a
capacidade osteoindutiva do transplante. Ela pode, entretanto, alterar
significativamente a biomecéanica destes enxertos se utilizados como implantes

estruturais 101318,

A tarefa de quem utiliza procedimentos de enxerto 6sseo é escolher o enxerto
correto para 0 meio biolégico e mecanico onde este sera colocado °. A opcéo
entre o processo de armazenamento a ser utilizado deve levar em consideracao
aspectos praticos e econdbmicos com o0 maximo de seguranca possivel para os
pacientes. O cirurgido € obrigado a estar familiarizado com as propriedades dos
varios materiais de enxertia 6ssea disponiveis, sua performance, indicacoes,

contra-indicacdes e risco de transmissdo de doencas >*°.

A congelacao profunda e a liofilizacdo apresentam resultados adequados como

meétodos de armazenamento, mas ainda imperfeitos.

A existéncia de estudos avaliando o comportamento, especificamente na cirurgia
craniomaxilofacial, das diferentes formas disponiveis de 0ssos de banco, permitira
um maior uso destes nas cirurgias reconstrutoras e estéticas da face, seja como

enxertos ou associados ao desenvolvimento da bioengenharia.

O objetivo deste experimento é comparar, em um modelo experimental de cirurgia
craniomaxilofacial, o enxerto autdlogo com homoenxertos processados e
armazenados pelos métodos disponiveis em nosso meio, liofilizacdo com

autoclavagem e congelacéo profunda.



2. REVISAO DA LITERATURA.



O procedimento que primeiro incluiu um enxerto 6sseo foi descrito em 1668 por

van Meekeren *°. Macewen 8

, em 1880, foi o primeiro a descrever o uso do
homoenxerto como forma de reconstituir o tecido 0sseo. Neste procedimento ele
utilizou com sucesso a tibia de uma crianca para reconstruir o umero de um
menino de quatro anos. A base cientifica do transplante 6sseo foi estabelecida na

metade do século XIX, com as observacdes feitas por Ollier, em 1867, sobre as

propriedades osteogénicas do 0sso e peridsteo %°.

Desde 1912, quando Albee ?! iniciou o armazenamento de enxertos 6sseos em
locais refrigerados, estes tém sido fervidos, congelados ou agitados em solucao
anti-séptica para a sua conservacdo. O desenvolvimento destas técnicas
progrediu até que o United States Navy Tissue Bank introduziu o homoenxerto de

o0sso liofilizado em 1951 °,

A publicacdo de Parrish, em 1966, €, sem duvida, a contribuicdo clinica mais
importante para o armazenamento 0sseo, desde que demonstrou que 0S 0SSOS
armazenados em bancos e utilizados em cirurgias de substituicdo nos tumores
0sseos foram subsequientemente substituidos e incorporados pelo hospedeiro e
que poderiam ser preservados por periodos longos *?*. Friedlander ampliou o uso
do enxerto ao comprovar a influéncia benéfica do frio para a preservacdo de suas

caracteristicas osteogénicas %°.

O Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP), inaugurado
h& 43 anos, conta desde sua fundacdo com um banco de tecidos. Com o passar

dos anos vem evoluindo junto com a evolucao das técnicas de armazenamento e



enxertia 6ssea, e em conformidade com a legislacéo .

Na Europa, o desenvolvimento de bancos de tecido foi lento apos a Il Guerra
Mundial, exceto na extinta URSS. O maior e mais antigo banco de tecidos da
Europa, o German Central Tissue Bank, ja retirou mais de 50 000 enxertos

6sseos desde 1956 24,

Na ultima década, uma nova categoria de retalhos denominados retalhos pré-
fabricados foi desenvolvida. O enxerto 0sseo implantado sobre um vaso
especifico é utilizado para pré-fabricar o retalho. Esta técnica € realizada por
estagios, primeiro o enxerto é revascularizado e, em segundo tempo, o retalho &

transferido 122,

Os conceitos basicos da cicatrizacdo e integracdo 6ssea foram formulados ainda
no final do século XIX por Barth. Em teoria, mostrou que a remocdo do 0Sso
necrotico ocorreria simultaneamente com o depdsito do novo 0sso. Este processo
chamado de “creeping substitution” foi demonstrado indiretamente em exames

histopatoldgicos em espécimes mortos °.

A compreensdao da fisiologia dos enxertos 0sseos pelos conceitos introduzidos por
Urist 2’, colaborou muito para que sua utilizacéo proporcionasse bons resultados.
Com a descoberta que os eventos celulares responsaveis pelo desenvolvimento
embriolégico do tecido 0sseo e pela cicatrizacdo de fraturas eram reproduziveis
sequencialmente quando enxertos desmineralizados eram colocados no espaco
subcutédneo ou submuscular em ratos, passou-se a questionar a possibilidade de
existir uma participacéo ativa do enxerto no processo cicatricial. Demonstrou-se ai

que a neoformacdo 6ssea envolvia interacdes entre células mesenquimais do



hospedeiro e proteinas presentes no enxerto, chamadas posteriormente de
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), levando a diferenciacdo destas células

em osteoblastos 2728:2°,

As definicbes de enxerto 0sseo e material de substituicio 6ssea podem causar
confusdo. Pensa-se num enxerto ou transplante como a transferéncia de um
tecido ou orgao contendo células que devem sobreviver sitio receptor, enquanto o
implante é geralmente considerado um material ndo viavel. Os homoenxertos sao
diferentes da maioria dos transplantes de 6rgaos solidos, porque neles as células
sdo removidas intencionalmente para minimizar a resposta imunoldgica. Desta
maneira, um enxerto homaologo em que a remocao das células foi feita de maneira
eficiente poderia ser definido como um implante. Hoje, alguns autores defendem
que sejam definidos como material de enxertia Ossea qualquer material
implantado que, sozinho ou em combinacdo com outros materiais, promova
reparacdo Ossea. Estes materiais de enxertia O0ssea podem ser divididos
grosseiramente em auto-enxertos, homoenxertos, xenoenxertos, materiais

sintéticos ou uma combinacéo de todos eles .

Os enxertos autélogos sao aqueles retirados e implantados no mesmo individuo.
Embora somente uma pequena fracdo das células transplantadas sobreviva, elas
contribuem significativamente para melhorar o processo de integracdo 0ssea. Os
homoenxertos sdo, por definicdo, retirados de um individuo e implantados em
outro da mesma espécie, portanto espera-se que provoque uma reagao
imunologica do receptor contra suas células. Sendo assim, os homoenxertos sao
preparados e processados para remover as células e reduzir esta reacdo imune.

A remocao eficaz dos restos celulares também diminui o risco de transmissao de



particulas virais intracelulares. Na auséncia de células viaveis, os enxertos
homologos ndo promovem osteogénese como ocorre nos auto-enxertos, e suas
propriedades osteoindutivas e osteocondutivas variam dependendo do método de
processamento empregado. Os xenoenxertos, que s&o transplantes entre
espécies diferentes, produzem uma reacéo intensa do hospedeiro. Quando sao
desproteinizados e desengordurados mostram uma resposta imune reduzida, mas
este processo também destréi a capacidade osteoindutiva do implante da matriz

0ssea e, quando comparados ao homoenxerto, sdo considerados menos efetivos

29

O termo incorporacdo de um enxerto € utilizado para descrever as interacoes
biol6gicas entre o0 material enxertado e o sitio receptor que resultam em formacao

6ssea, levando ao estabelecimento de propriedades mecanicas adequadas .

A formacao 0ssea € um processo complexo e altamente regulado. Normalmente
ocorre em areas de reabsorcdo Ossea osteoclastica. As células controlam a
distribuicdo dos elementos organicos e inorganicos. Os osteoblastos, que derivam
de uma linhagem celular mesenquimal osteoprogenitora, secretam e mantém o
componente organico da matriz 6ssea que é principalmente colageno e ostedide
330 Os eventos celulares envolvidos incluem a quimiotaxia dos precursores dos
osteoblastos, diferenciacédo e mineralizacéo. Esta claro que estes eventos devem
estar sob forte controle regulador e séo os fatores locais, ou citocinas, produzidos
na micro-estrutura celular 6ssea, que regulam o recrutamento, nimero e atividade

de osteoblastos e osteoclastos %2,

Talvez os reguladores da fisiologia 0ssea mais estudados sejam os fatores de

crescimento, que sao polipeptidios que se ligam a receptores de membrana



10

celular especificos para estimular ou inibir determinadas funcdes entre as células
8 Entre eles estdo as proteinas morfogenéticas dsseas, ou osteogénicas, (BMP)
e os fatores de crescimento “insulina-like”, muitos dos quais ja foram
geneticamente clonados e produzidos. Uma substancia € denominada BMP se é
capaz de induzir formacao éssea ectopica, regulando o processo de osteoinducao
e osteogénese. As BMPs estdo envolvidas na diferenciacdo das células da
linhagem osteoblastica *?%233 Os fatores de crescimento sdo encontrados na
matriz 6ssea e tém efeito significativo na formacdo 6ssea 2. O fator de
crescimento derivado das plaquetas € outro modulador poderoso da mitose das
células 6sseas. Estes fatores de crescimento 0sseo poderdo ter muita utilidade
clinica, acelerando a consolidacdo de fraturas e preenchendo defeitos 6sseos,

com ou sem enxerto 22832,

A enxertia 0ssea € um processo que sofre influéncia de multiplas variaveis,

modificando o padréo e a intensidade desta incorporacao ou integracéo®?.

A presenca do enxerto desencadeia uma resposta que inclui a reacao inflamatéria
ao trauma cirdrgico e a reacao imune do hospedeiro ao enxerto. Este processo
promove a migracao, proliferacdo e diferenciacdo celular e a revascularizacao,
resultando na formacédo de um estroma fibrovascular que representa a primeira

fase do complexo processo de integragio ®'°%°.

Este processo de
revascularizacdo € necessario para carrear nutrientes e células ao enxerto e os
fatores que alteram a resposta inflamatdoria podem alterar a incorporacdo do

enxerto, como a indometacina que mostrou retardar o inicio da mineralizacéo se

administrada nos primeiros 6 dias de cicatrizacdo %°.

O Ultimo estagio neste processo € o periodo de remodelacdo 6ssea, com



11

caracteristicas de formac&o e reabsorcdo continua de osso °!°. Um resultado
inicial satisfatorio € algumas vezes seguido por uma piora pela reabsorcdo do
12,34,35

enxerto ou remodelac&o do leito receptor

Estudos **%!

indicam que a integracdo é precedida de reabsorcdo, o que permite
a invasao vascular e osteoblastica da periferia do enxerto, ocorrendo uma gradual
substituicdo do enxerto por 0osso do receptor, no processo conhecido de “creeping
substitution”. Demonstrou-se in vitro que osteoblastos humanos liberam fatores
indutores da atividade osteoclastica quando expostos ao enxerto, possivelmente
estimulados por constituintes da matriz deste. Este efeito diminui apds seis dias,
permanecendo detectavel por 3 semanas, estando presente tanto nos enxertos

autdlogos quanto nos homodlogos, sugerindo que nao ha reacdo imunoldgica

envolvida neste processo .

Os enxertos 6sseos podem promover neoformacdo O0ssea por osteoconducao,
osteoinducdo ou osteogénese **. Na osteoconducdo, o 0sso serve de suporte
para o crescimento, oferecendo a estrutura para o depdsito 6sseo. Um enxerto
osteoindutivo induz a formacdo de tecido 6sseo por um estimulo bioldgico,
promovendo o recrutamento ativo das células mesenquimais do receptor,
: FArS 3,5,6,29,33
modulado pelas BMPs, que se diferenciardo em osteoblastos A
osteoinducéao é definida como a capacidade de um material causar a formacgéao de

tecido 6sseo em tecidos que de outra maneira ndo formariam osso *°.

Osteogénese é a sintese dssea por células sobreviventes do enxerto 3192933
Acredita-se que estas funcdes, principalmente as primeiras, sdo importantes na

sequiéncia de eventos histolégicos envolvidos na incorporacdo do homoenxerto *°.

De acordo com experimento que estudou em coelhos a consolidacdo de auto-
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enxertos 0sseos in vivo, 0 0SSO esponjoso consolida primariamente por
osteogénese seguido por uma fase tardia de reabsorcédo 2®%°. Neste estudo, a
revascularizacdo iniciou 5 dias apés a enxertia e com 20 dias 0 enxerto estava
completamente vascularizado e a osteogénese, nesta fase, ja era evidente.

Quarenta dias apés a enxertia a reabsorcao teve inicio °.

No osso cortical a revascularizacdo ocorreu de maneira mais lenta do que a
observada no osso medular, em parte porque a densidade do osso cortical
dificulta a penetracdo vascular ?°. Primeiro o enxerto passou por uma fase de
reabsorcao, criando cavidades no osso denso %°?°. A vascularizacdo dos enxertos
completou-se com 30 dias. Esta fase foi seguida por osteogénese difusa nas
areas primeiramente revascularizadas, enquanto outras, tardiamente
vascularizadas, ainda permaneciam na fase de reabsorcdo. Com 40 dias, a
osteogénese, que nunca foi predominante, interrompeu-se e a reabsor¢cao passou
a dominar o processo. Aos 60 dias ou mais pds-enxertia, surgiu uma nova fase de
osteogénese, mais intensa que a primeira. Nos 0Ssos corticais, observou-se, mais

claramente, evidéncias de “creeping substitution” %°.

Outro experimento que comparou a revascularizacdo do 0sso membranoso e
osso endocondral ndo encontrou diferenca significativa na velocidade de
revascularizacéo entre os dois tipos de enxerto, mas confirmou quantitativamente

que a porcdo medular de ambos foi primeiramente vascularizada ***'.

Vérios estudos defendem que o transplante 6sseo depende primariamente da
resposta fisiologica do receptor e ndo da preservacdo de células vivas ou da
resposta fisiologica do enxerto. Desta maneira, uma zona receptora saudavel &

extremamente importante para o sucesso da enxertia 6ssea 2°3438394041 Qg
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autores enfatizam que dois sdo os fatores essenciais que afetam o grau de
integracdo ou reabsorcdo do enxerto: a vascularizacdo do leito receptor e a
existéncia dos precursores das células endoteliais e do tecido conjuntivo, As
situacbes onde ocorre deficiéncia destas células precursoras em uma zona
receptora incluem extensas cicatrizes no leito receptor, déficit vascular, defeitos
0sseos maiores, hospedeiros imunodeprimidos, infeccdo ou radioterapia prévia.
Pacientes que estejam utilizando agentes farmacolégicos, como a nicotina,

também podem apresentar o nivel de células precursoras comprometido *°.

Os enxertos variam da quase autonomia dos enxertos vascularizados até a
profunda dependéncia do meio receptor de um homoenxerto congelado. Quanto
menos ativo biologicamente e mais dependente do meio for o enxerto, melhores
condicbes devera ter o leito receptor, e vice-e-versa **. Observa-se que tanto a
reabsor¢cdo quanto a neoformacéo 6ssea ndo ocorrem antes da revascularizacao

do enxerto 4.

N&o interessa se proveniente do enxerto ou do receptor, a
neoformacdo Ossea ocorrera de modo muito discreto sem vascularizacao
abundante. A vascularizacdo e a neoformacdo Ossea sdo imprescindiveis a
integracdo O0ssea. A correlacdo entre neoformacdo de tecido 0sseo,
vascularizacéo e o efeito da sua auséncia € ilustrada pela ocorréncia de fraturas

em enxertos varios anos apos sua implantacéo, onde a biopsia do foco da fratura

revelou o déficit vascular °.

Especula-se que uma lenta revascularizacdo do enxerto poderia diminuir sua
reabsorcdo **, porém estudo in vivo mostrou que esta pode iniciar em parte do
enxerto mesmo antes deste estar revascularizado ?°. A rapida revascularizacéo do

homoenxerto pode ser prejudicial, uma vez que células do sistema imunologico do
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receptor invadem o enxerto e disparam a resposta imune, 0 que ndo ocorre nos

auto-enxertos, apesar destes também serem rapidamente revascularizado *.

A calota craniana do receptor, por sua rica vascularizacao, seria mais vulneravel a
pressdo e, consequentemente, a remodelacdo. Dessa forma, as alteragcdes no
leito receptor podem ser as responsaveis pela perda de contorno do esqueleto

apos transplantes 6sseos em muitos casos *234%.

O periosteo tem atividade osteogénica no jovem, diminuindo na fase adulta, e
esta atividade parece também ser dependente da origem do osso implantado,
endocondral ou mesenquimal 3*3¢. J4 foi demonstrado que o periésteo apresenta
populacdo de células mesenquimais osteoprogenitoras, e culturas destas células
foram utilizadas com sucesso no reparo de defeitos na calota craniana de

coelhos. Neste estudo *

, 0 0sso neoformado foi membranoso. A disseccao
subperiosteal para colocacdo de placas de osteossintese e implantes € muito
empregada nos procedimentos ortopédicos, no entanto este tecido deve ser
preservado e reaproximado para aumentar o processo de cicatrizacdo °.
Especula-se que o periésteo ndo produz muita pressdo sobre o enxerto e o
mantém livre da acdo muscular intermitente que poderia afetar negativamente a
integracdo e absorcdo do enxerto 3*. A colocacdo trans-periosteal, embora
teoricamente mantenha a continuidade do peridsteo, tem a desvantagem da
necrose periosteal subsequiiente a compressao, causando micro-movimentos do

enxerto 1338,

Um dos principais fatores para que ocorra fusdo do 0sso receptor e enxerto é a
estabilidade do contato entre os dois *?°. Se 0 enxerto ndo permanece fixo ou ndo

se consegue uma estabilidade adequada, o tecido de granulacédo e a fibrose se
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desenvolverdo na interface entre enxerto e hospedeiro, prejudicando a sua
integracdo *°. Nao se observa falha na proliferacdo vascular ao redor do enxerto
que esta estavel e, caso este esteja menos estavel, quase nenhuma fusdo sera
observada °. A fixac&o parece contribuir para a manutencéo do volume do enxerto
por limitar a velocidade de revascularizacdo do enxerto. Esta fixacdo ao contrario
de facilitar a revascularizacéo 0ssea, pode reduzi-la por eliminar o espaco entre o
enxerto e o leito receptor, diminuindo a neovascularizacao interéssea *’. Uma vez

aderido ao leito receptor, o tipo de fixacdo ndo seria de maior importancia >*.

Baseado na origem embrioldgica, o tecido 6sseo é classificado como endocondral
ou membranoso (mesenquimal). O osso endocondral se forma a partir da
cartilagem hialina. Os o0ssos do esqueleto axial sdo deste tipo. O o0sso
membranoso se desenvolve das membranas mesenquimais sem intervencao de
cartilagem. A calota craniana, o esqueleto facial e grande parte da mandibula sédo
de origem mesenquimal. Em contraste com o0s enxertos endocondrais, a
reabsorcdo é muito menos freqiiente nestes ultimos 33", Em experimento em
coelhos, os enxertos de origem membranosa obtiveram maior manutencéo de seu
volume e peso em todos os grupos estudados quando comparados ao 0SSO
endocondral *. A diferenca de arquitetura entre os dois tipos de enxerto explicaria
este comportamento diferenciado. Alguns autores afirmam que a proporgao entre
cortical e medular € a responsavel pelo comportamento dos enxertos, nao

interessando o sitio de origem ***.

Estudo demonstra que a vascularizacéo
precoce esta associada a um aumento da atividade osteoclastica, ambos
ocorrendo predominantemente no osso medular ’. No osso membranoso, como a

cortical ocupa uma fracdo maior do 0sso e € menos sujeita a reabsorcéo, o0 seu
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volume original se manteria **?**. E consenso que 0s enxertos 4sseos cranianos

devem ser a primeira escolha nas reconstrucées faciais »*217:3°37:44,

Em geral, os eventos que envolvem a incorporacdo dos homoenxertos sao
qualitativamente semelhantes aos que ocorrem na incorporacdo dos auto-
enxertos, mas ocorrem mais lentamente e sdo acompanhados de uma quantidade
variavel de reacdo inflamatoria que pode ser atribuida a uma resposta

imunolégica do hospedeiro %°.

O tecido 6sseo € uma complexa combinacdo de colageno organico e sais
inorganicos, sendo que a matéria organica é responsavel por aproximadamente
35% do tecido e os minerais pelos 65% restantes. O principal componente da
matriz 6ssea € a hidroxiapatita e o componente organico mais abundante é o

colageno tipo | 33034,

O tecido 0sseo € imunogénico e o0s elementos celulares sdo 0s maiores
responsaveis pelos problemas de histocompatibilidade. Os antigenos do tecido
0sseo nédo diferem dos de outros tecidos, e neste caso estdo associados as

células nucleadas da medula éssea %%,

Os antigenos mais comumente
associados com transplantes de 6rgdos sdo os antigenos HLA classe | e I
relacionados as células do enxerto. Eles estimulam anticorpos celulares que
destroem as células proliferativas e a matriz, enquanto o componente inorganico
~ : g 5,29,30,45 H i
nado produz resposta imunolégica . Apesar disto, em alguns experimentos,
a remocdo das células da medula 6ssea nado eliminou a resposta imunoldgica
mediada pelos linfécitos T. A melhor preparacdo de implante homologo procura

eliminar a antigenicidade do tecido 6sseo. Quanto mais celular o 0sso, maior sua

antigenicidade e por esta raz80 0 0SSO esponjoso é raramente empregado como
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enxerto congelado sem eliminacdo do conteddo celular. Na cirurgia
craniomaxilofacial, o osso cortical € preferido pela sua alta proporcdo de
colageno, que tem baixa atividade antigénica. Varios estudos experimentais
mostram uma integracao satisfatéria dos homoenxertos quando as diferencas de
histocompatibilidade sdo minimizadas por provas cruzadas entre doador e
receptor ou pelos métodos de armazenamento aplicados ao enxerto >2%3034% Qg
achados de que a revascularizacao precoce dos enxertos homologos pode levar a
um processo de rejeicAo como ocorre nos transplantes renais e cardiacos,
apontam ainda mais para a necessidade de um cruzamento entre enxerto e
receptor como estratégia para melhorar os resultados. Além disto, a rapida
rejeicio dos homoenxertos em receptores pré-sensibilizados salienta a
importancia de uma historia clinica cuidadosa, procurando por passado de outros

transplantes %4,

Alguns autores ' defendem que a antigenicidade de um homoenxerto é o maior
determinante da sua revascularizacdo. Quando sdo comparados aos enxertos
autologos, um déficit vascular tem sido relatado. O endotélio vascular e o0s
osteoblastos sdo os alvos primarios da resposta imune que ocorre nestes

enxertos 2.

Em um estudo classico publicado em 1963, Burwell *° estudou a capacidade de
tecidos 0sseos homologos estimularem imunidade entre doador e receptor. Para
isto comparou o tempo de rejeicdo de um homoenxerto de pele em ratos que
haviam recebido homoenxertos 6sseos do mesmo doador. O tempo foi de 8,1
dias no controle. Os resultados mostraram uma rejeicdo mais precoce nos que

haviam recebido enxertos frescos. O tempo se aproximava do normal quando a
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medula Ossea era removida, confirmando a maior antigenicidade celular. Os
0ss0s processados por fervura ou congelamento apresentaram tempos de
rejeicdo normais. A liofilizacdo aumentou o tempo de rejeicdo dos enxertos de

pele.

A possibilidade do desenvolvimento de anticorpos Rhesus apds enxertos
homologos deve ser considerada. Existem relatos de casos de imunizacdo Rh em

mulheres submetidas a homoenxertia 6ssea 224,

O uso dos enxertos autdlogos, aléem de promover neoformagcdo Ossea por
osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo, elimina o risco de reacles
imunologicas, mas, quando a morbidade é considerada, oferece menos

vantagens sobre os enxertos homoélogos %°.

O osso homologo fresco tem encontrado pouca utilizacdo clinica, devido ao tempo

necessario para a avaliagcdo do doador e & sua maior antigenicidade °.

A congelacdo profunda € uma técnica simples. O osso € retirado estéril e
processado por congelamento em temperaturas que oscilam de -20°C até -170°C
524 Temperaturas menores que —70°C sdo geralmente recomendadas para o
armazenamento até 5 anos, porém sao baseadas em conhecimentos empiricos
de sucesso ***’. A maior vantagem do osso congelado é sua simplicidade de
preparacdo e armazenamento. Requer poucos recursos fisicos (somente um
freezer de congelacédo profunda). Diminui, mas ndo elimina a antigenicidade e o
risco de transmissdo de doencas do enxerto. O congelamento ndo inativa muitos

virus e bactérias, principalmente esporos %48,

O homoenxerto congelado tem as mesmas qualidades de manuseio que 0 0SSO
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fresco #°, porém uma vez descongelados e nao utilizados devem ser descartados,
pois os repetidos congelamentos enfraquecem a estrutura 6ssea e aumentam o

risco de contaminac&o *’.

Autores relatam que o0s enxertos homologos congelados séao lentamente

incorporados ao sitio receptor *°.

O efeito modulador das células osteoblasticas humanas € mantido apos 6 meses

quando congelado e armazenado a uma temperatura de -80°C. Enxertos

armazenados a -20°C perdem este efeito neste periodo, embora ele esteja
26,48

presente com 2 semanas de congelamento . Alguns autores defendem a

técnica de congelamento lento a —20°C por 8 horas e 0 armazenamento a -80°C,

pois evitaria a formacao de cristais na membrana ou intracelulares .

O osso fresco ou congelado produz resposta imunologica. Estudos em animais
tém demonstrado que a integracdo destes enxertos € influenciada por reacdes
imunes mediadas pelos linfécitos T >***°. Em um estudo ° realizado em cées a
imunossupressao demonstrou um aumento da resisténcia e da qualidade da
integracdo dos homoenxertos, melhorando o resultado final. OQutro experimento

ndo conseguiu reproduzir estes resultados. Alguns autores ° afirmam que, se o

enxerto esta estavel, uma demora ou falha na penetracéo das células precursoras

deve ser atribuida a disparidades de histocompatibilidade entre doador e receptor.

Os homoenxertos congelados ndo contém células vivas, e sua incorporacao
depende da sua capacidade osteocondutiva e osteoindutiva. Muitos trabalhos

mostram que o congelamento pode realmente diminuir a antigenicidade do

5,45,48

homoenxerto Experimento com ratos demonstrou que o auto-enxerto
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cortical fresco estd plenamente revascularizado em 4 semanas. Quando é
submetido a congelacao profunda ele ndo € completamente revascularizado até 4
meses apos a cirurgia. Um periodo semelhante encontrou-se nos homoenxertos
que apresentavam incompatibilidade aos fatores menores de
histocompatibilidade, entretanto, os enxertos com incompatibilidade aos fatores
maiores de histocompatibilidade ndo foram completamente revascularizados

mesmo apds os quatro meses de observacéo °.

Para alguns cirurgides a antigenicidade da medula O0ssea nao parece ser
problema nos homoenxertos congelados néo-vascularizados. Outros removem-na
rotineiramente na mesa de cirurgia. Esta remocéao € incompleta e ndo parece ser

significativa na diminuicdo dos fatores de rejeicéo °.

A extracdo efetiva da gordura melhora a integracdo do homoenxerto congelado.
Este efeito parece ser consequiéncia de uma diminuicdo da resposta imunolégica
provocada, uma vez que o desengorduramento ndo alterou a incorporacdo dos
enxertos autologos. A remocdo da gordura nado alterou as propriedades

biomecanicas do osso *°.

Alguns autores consideram a congelacdo profunda compativel com a
criopreservacao de cartilagem, ao contrario da liofilizacdo. Para isto € necessaria
a imersao da cartilagem em glicerol ou dimetil-sulféxido antes do congelamento.
Estes agentes preservariam até 40% dos condrécitos em um estado funcional
1922 Outros autores afirmam que este processo ndo previne a degeneracéo tardia

da cartilagem nos homoenxertos .

A publicacdo da experiéncia inicial da Escola Paulista de Medicina com enxerto
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homologo congelado, em 1992, apresentou um indice de 87% de resultados
excelentes ou bons. Estes resultados iniciais no hosso meio sdo encorajadores,
embora os autores alertem para a necessidade de tempo para a confirmacao

destes resultados %2

A liofilizacdo (desidratacdo a frio) tem sido utilizada nos ultimos 50 anos,
tornando-se um dos meétodos de preservacdo de 0sso e tecido colageno de

resultados mais satisfatdrios 2.

A liofilizac&o requer um processo complexo e sO esta disponivel nos centros com
maior avanco tecnoldgico *2°°. A técnica consiste no resfriamento a —70°C do
0sso previamente desengordurado. Apés o material € colocado em um liofilizador.
Este aparelho forma um vacuo enquanto a temperatura € mantida a —40°C,
retirando até 95% da agua ®**. A realizacdo desse procedimento necessita de um
liofilizador a frio, uma centrifuga para grandes volumes, um agitador, espaco fisico
apropriado e os reagentes quimicos, 0 que aumenta os investimentos iniciais 2.
Suas vantagens sao a diminuicdo marcada da antigenicidade do homoenxerto, o
menor risco de transmissdo de doencas, a praticidade do armazenamento e
manuseio trans-operatério do enxerto e a minima alteracdo bioquimica. Apos a
liofilizacdo o tecido pode ser armazenado a temperatura ambiente por longos

periodos e transportado facilmente 210134751,

O uso corrente dos homoenxertos liofilizados e desmineralizados nas cirurgias
ortopédicas e maxilofaciais baseia-se na sua capacidade osteoindutiva. Sua
habilidade em induzir neoformacdo Ossea quando implantado em sitio
heterotdpico esta relacionada a presenca e difusédo das BMPs presente na matriz

dssea 302,
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Os ossos liofilizados mineralizados em modelos animais ndo se mostraram
osteoindutivos quando implantados heterotopicamente em ratos. Quando
implantados ortotopicamente atuaram apenas como matriz osteocondutiva 2.
Apesar destas observacfes alguns trabalhos descrevem os homoenxertos
mineralizados como osteoindutivos. Esta suposicéo é refor¢cada pelo fato de ter-se
isolado fatores de crescimento, incluindo as BMPs que sdo sabidamente
osteoindutivas, destes enxertos, tanto de ossos de origem endocondral como

mesenquimal *3. Acredita-se que estes fatores s&o liberados durante o processo

de reabsorcao osteoclastica do implante *°.

Experimento realizado em coelhos concluiu que microperfuracdes artificialmente
produzidas no enxerto cortical liofilizado desmineralizado melhoram a integracao
destes. Estas microperfuracbes atuariam como centros de osteoinducao,

54,55,56

produzindo uma substituicdo 6ssea centrifuga e mais rapida Estes

resultados ndo foram reprodutiveis nos enxertos mineralizados >*.

A liofilizacdo mostra efeitos similares aos do desengorduramento na incorporagao

dos enxertos, mas pode-se detectar uma resposta imune com exames mais

5,49,57

sensiveis, mesmo que em um nivel bem menor Mesmo assim, a

incorporacéo do osso liofilizado parece ser superior a do congelado >*°.

A liofilizacdo pode alterar significativamente a biomecénica dos enxertos se
utilizados como implantes estruturais. Estudos realizados sugerem que a forca de
torcéo e a elasticidade diminuem com o processo. Outros autores relatam que a
liofilizacdo aumenta a rigidez e a resisténcia & compressdo do enxerto %°.

Embora tenha se especulado que a reidratacéo poderia restaurar as propriedades

Osseas alteradas, um experimento que procurou controlar as outras variaveis,
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mostrou um efeito deletério da reidratacdo sobre a forca do enxerto. Segundo
estes autores, o efeito da reidratacdo apoés a liofilizacdo parece ter significancia
biomecanica e necessita mais investigacdes **. Em estudos desenvolvidos com a
colaboracdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, ndo encontrou-se diferencas
significativas entre os enxertos liofilizados reidratados e congelados em relacéo a
compressdo e ao fator de deformacdo. O tempo de reidratacdo do enxerto
liofilizado mostrou ndo desempenhar um papel significativo, sugerindo a nao
necessidade de reidratacdo antes do ato cirirgico ®°'. Outros autores relatam
que o processamento pode, inclusive, aumentar a resisténcia mecanica do 0sso

processado *°.

Os homoenxertos 0sseos liofilizados tém uma trajetéria de 20 anos de seguranca
e eficacia no uso odontologico. Relatos de casos e ensaios clinicos tém mostrado
o potencial do homoenxerto liofilizado em reconstruir defeitos causados pela
periodontite, promovendo a regeneracdo Ossea. Resultados de longo prazo
mostram que a técnica de crescimento 0sseo guiado é mais eficaz quando

associada a estes enxertos, principalmente nos defeitos 6sseos maiores °’.

Autores relatam um indice de sucesso de até 92% com o uso de enxerto
liofilizado, porém existe a publicacdo de uma série com resultados insatisfatorios,

com 75% de insucesso e complicacdes °8.

Os enxertos liofilizados oferecem a vantagem do armazenamento mais simples e
barato, facilitando seu uso e maximizando seu potencial de beneficio para o
paciente. Eles sdo uma fonte efetiva de material osteocondutivo e osteoindutivo,

mas o seu papel como implante estrutural deve ser mais bem investigado 3.
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Em qualquer transplante de tecido de um individuo para outro existe o risco de
transmissédo coincidente de doencas infecciosas >*®°°. A transferéncia de células
neoplasicas € um risco teorico nos transplantes 0sseos, embora nenhum caso

tenha sido relatado >,

Numa analise histolégica de 1146 cabecas de fémur consideradas adequadas
para a doacdo, encontrou-se 8% de incidéncia de doencas Osseas. Trés
pacientes tinham tumores 0sseos malignos ndo diagnosticados. Como nao se
conhece com certeza o efeito dos métodos de processamento sobre estas
células, estes autores recomendam a realizacédo de rotina de exames histoldgicos

ou radiolégicos dos 0ssos aceitos para homoenxertia ®.

A maioria dos cirurgides concorda que uma historia de infeccdo local € uma
contra-indicacao relativa e uma infec¢do ativa é uma contra-indicacdo absoluta ao

uso de enxertos *8,

Os indices de contaminacdo de homoenxertos 6sseos variam de 5 a 40%,
dependendo da técnica de obtencao, preservacao e do controle bacterioldgico.
Sob condicfes ideais, uma taxa global de infeccdo de 1 a 15% tem sido relatada
nas publicacbes da experiéncia na utilizacdo de enxertos congelados
17.1819.24384759 = A infeccdo é responsavel por mais de 40% das falhas na
homoenxertia *. Estima-se que este indice deve ser aproximadamente o dobro do
que ocorre nos transplantes autélogos 2. Bactérias patogénicas sdo encontradas
no sangue ou 0sso removidos de doadores cadaveres 12 a 24 horas apos a
morte. A correlacdo entre hemocultura positiva e cultura 0ssea positiva € fraca,

entretanto a presenca de bactéria patogénica em um unico fragmento 0sseo

removido implica na inutilizacdo de todos os ossos do doador quando ndo se
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emprega um processo de esterilizacdo secundaria >**"*. A retirada de tecidos de
pacientes em morte cerebral diminui 0 risco desta contaminacdo poOs-morte
porque ficam diminuidas as possibilidades de desenvolvimento de
microorganismos. Isto chama a atencéo para a necessidade da equipe do banco

de ossos atuar em sincronia com outras equipes de transplante *’.

O risco de transmisséo viral depende principalmente da prevaléncia da infeccéo e
das medidas tomadas para excluir o material destes doadores *?*%2. O virus da
hepatite B (HBV) pode sobreviver ao congelamento e o indice de infeccdo apés
transplante de osso de banco pode ser tdo alto quanto 45%. O virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) tem sido transmitido a pacientes receptores de
rins, coracao e figado. Também é relatada a transmisséo de HIV em enxertos de
pele e osso 1%*%3 Nos casos dos homoenxertos 6sseos, todos eram congelados.
Demonstrou-se em experimento animal que duas semanas apo0s receberem
enxertos congelados contaminados com HIV os receptores estavam infectados 2.
Baseado no contexto norte-americano, calcula-se que o risco de transmissao em
homoenxertos de doadores mortos, quando nenhum exame & feito, pode chegar a
6%. Quando existe uma investigacdo meédica e social e os testes anti-HIV sdo
realizados, o risco é de 0,09% no méaximo >. No nosso meio, a taxa de rejeicdo de
doadores de o0ssos por sorologia positiva foi de 10%, sendo a hepatite B a causa

mais freqtiente .

A selecdo dos doadores € importante para a seguranca do banco de tecidos e
para o sucesso do transplante >*8%%%3 A Associacdo Americana de Banco de
Tecidos (AATB) exclui sistematicamente doadores com infeccdo sistémica ativa,

infeccdo envolvendo o tecido desejado, hepatite ativa ou passada, histéria de
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ictericia de causa desconhecida, doencas malignas que ndo o carcinoma
basocelular, o carcinoma in situ do Utero ou 0s tumores intracranianos, doencas
O0sseas metabolicas, doenca difusa do tecido conjuntivo, doencas de causas
desconhecidas, incluindo as neurologicas e reumatoldgicas, abuso de drogas
parenterais, ingestdo de substancias toxicas, e morte de causa desconhecida
1724 "0 banco de tecidos do IOT-HCFMUSP exclui também os portadores de
patologias ortopédicas tais como osteoporose, osteonecrose e artrite reumatoéide
23 Seguindo as normas da AATB, tecidos de doadores vivos devem permanecer
em quarentena por 90 dias e entdo re-testados para infeccédo por HIV *°. Em
paises com uma baixa prevaléncia de doencas transfusionais, este tempo pode
ser reduzido para 2 meses. Com esta abordagem, calcula-se uma reducdo do
risco de transmissdo do HIV em 7 vezes e estima-se que infec¢cbes por HBV e
pelo virus da hepatite C (HCV) irdo ocorrer nos receptores de enxertos 6sseos a
cada 100 e 200 anos, respectivamente ®°. O re-teste pode ser substituido pela
pesquisa do acido ribonucléico (RNA) viral por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou do antigeno p24. Estes testes reduzem a janela viral pela metade ®%%.

Tecidos de doadores cadaveres ndo disponiveis para re-teste sé&o

necessariamente submetidos & pesquisa viral por PCR para HIV, HBV e HCV ®.

Por outro lado, alguns autores estimam que cerca de 3/10000 pacientes
submetidos a revisdo de protese de quadril morrem de alguma infeccéo
relacionada ao enxerto, um risco 1000 vezes maior do que o de adquirir o HIV
(3/10.000.000), mesmo quando nédo ha re-teste. Dessa forma, defendem que os
recursos consumidos para o re-teste do HIV salvariam mais vidas se empregados

para minimizar os riscos de contaminacéo bacteriana .
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Em pacientes provenientes de zonas endémicas de Doenca de Chagas, como

vérias regides do Brasil, a pesquisa do Tripanossoma cruzi deve ser feita 2>,

Baseados em estudos que demonstraram uma diminuicdo da capacidade
osteoindutiva dos transplantes 6sseos dependente da idade do doador, varios

bancos de tecidos descartam doadores acima de 55 anos 236,

Quando o cirurgido esta seguro que o banco de osso que utiliza executa 0s
procedimentos adequados na selecdo de doadores, 0 préximo passo é pensar na
melhor maneira de conseguir um enxerto 6sseo estéril °*%. O primeiro método é
retirar e processar o tecido de modo estéril. A segunda maneira envolve a
esterilizacdo do enxerto no processo final, ou logo antes de utilizad-lo. Cada

método tem suas vantagens e desvantagens .

Os tecidos do doador s&o normalmente removidos sob condicdes de assepsia °.
Retirar o0 osso de maneira estéril requer um ambiente estéril no mesmo nivel do
encontrado em uma sala cirargica. As bactérias da pele do doador séo os agentes
mais comuns de contaminacgéo *°. O Stafilococos epidermidis € o mais comum,
responsavel por 51% dos casos **. Em uma casuistica brasileira, do estado de
Sdo Paulo, o indice de rejeicdo por cultura positiva foi de 5,8 %, sendo o
Enterobacter aerogenes o de maior incidéncia ®. No doador cadaver, o enxerto
deve ser retirado nas primeiras 24 horas da sua morte. O tecido retirado deve ser
monitorizado por cultura durante o periodo de processamento. Este € o método
utilizado pela maioria dos bancos >%*. Centros de exceléncia registram, por testes
de selecéo alterados ou erros técnicos, um indice de 24% de descarte de 0ssos

processados por congelacdo profunda .
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Em contraste com os demais 6rgados, os tecidos colagenos e 0sseos homoélogos
sao preferencialmente ndo-viaveis no momento do transplante, e os métodos de
armazenamento e esterilizacdo destes enxertos ndo dependem da preservacao
das células. Mesmo considerando as medidas de selecdo dos doadores, o risco
de agentes infecciosos estarem presentes no tecido obtido ndo pode ser
negligenciado e um método factivel e seguro para uma esterilizacdo secundaria

sem danos ao tecido certamente deve ser procurado 2.

As propriedades osteoindutivas dos enxertos podem ser afetadas pelos varios
meétodos de esterilizacdo. Fatores como custo e seguranca relacionados aos
implantes Osseos processados levam a procura de novas alternativas
biologicamente benignas para a esterilizacdo. O procedimento ideal para
esterilizar os homoenxertos deveria ser efetivo contra uma grande variedade de
microorganismos infecciosos e também preservar as propriedades mecanicas e

biolégicas do tecido .

A esterilizacdo secundaria do osso pode ser feita pela utilizacdo de produtos
quimicos ou pela radiacdo gama 2°°%%4®56¢ Qg virus sdo geralmente mais
radiorresistentes que as bactérias, porém nao existe um consenso sobre a
sensibilidade do HIV & radiacdo ionizante 2. A radiacdo gama destréi o HIV em
culturas liquidas experimentais. Em estudos subsequentes, quando o HIV foi
irradiado em uma simulacdo de osso congelado, a quantidade de radiacao

necessaria para a esterilizacdo foi maior do que a previamente recomendada

5,60,67

Sabe-se que altas doses de radiagdo gama modificam a biomecanica 0ssea e

podem diminuir o potencial osteoindutivo do enxerto 2°#L°761656768  ag
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propriedades mecéanicas do osso irradiado sdo afetadas pelas alteracdes na
molécula do colageno e pela inativacdo das BMPs #"®. Alguns estudos indicam
que o efeito destrutivo da radiacdo é mais pronunciado no osso liofilizado
enguanto pequenas alteracdes ocorrem no 0sso congelado em doses moderadas
287 Os experimentos que estudaram os efeitos da radiacdo em baixas doses, ndo
mostraram diferencas entre os grupos, irradiados ou ndo, numa avaliacdo apos 0s

7

6 meses ‘. A irradiacdo do osso cortical em congelacdo profunda parece dar

protecdo parcial contra a fragilizacdo comparada com a irradiacdo em

temperatura ambiente "®

, tendo sido demonstrado em ratos que baixas
temperaturas durante a irradiacdo podem proteger as propriedades osteoindutivas
do enxerto, provavelmente por reduzir o dano & matriz ®’. A irradiacéo de um o0sso

osteoindutivo resulta numa pequena matriz residual que induz uma igualmente

pequena quantidade de neoformagcéo dssea ®°.

Recentes estudos °®®’ demonstram que uma dose de pelo menos 25 kGy a uma
temperatura de —70°C € necessaria para a completa inativagdo do HIV. Um

destes experimentos ©°

encontrou que esta dose € equivalente a doses mais
baixas a 15°C. Mesmo que a dose de irradiacdo para inativacdo do HIV a
temperatura ambiente ainda ndo esteja determinada, sua eficacia em eliminar o

virus provavelmente é proporcional ao seu efeito destrutivo no colageno.

A irradiacdo pos-operatoria de reconstrucbes mandibulares com enxertos 0sseos
em caes nao mostrou falhas na integracao dos transplantes, sugerindo que esta &
uma boa opcdo em pacientes que necessitem resseccoes radicais e radioterapia
no seu tratamento, evitando as dificuldades causadas pela radioterapia pré-

operatéria **. A irradiacdo imediatamente apés a cirurgia demonstrou inibir a
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revascularizacdo do enxerto °.

Experimentos animais indicam que, apesar da irradiacdo de enxertos 0sseos ser
destrutiva para a capacidade osteoindutiva em altas doses, ela pode melhorar a
integracdo do homoenxerto em baixas doses, aparentemente devido a reducéo da

antigenicidade do transplante 2.

O congelamento e a irradiacdo nao se
mostraram efetivos em melhorar a vascularizacdo dos enxertos, embora se saiba
que o padrdao de revascularizacdo do enxerto esta relacionado a sua
antigenicidade ’. Alguns autores salientam a importancia do desengorduramento
nos enxertos submetidos a radiacdo gama ou ultravioleta com a finalidade de

evitar a liberacdo de componentes toxicos para as células precursoras dos

osteoblastos "°.

Véarios produtos quimicos tém sido empregados para esterilizar 0sso, mas o0 mais
utilizado é o Oxido de etileno. Estudo experimental demonstrou a toxicidade do
oxido de etileno em tecidos humanos e existem relatos na literatura da presenca

de seus residuos em enxertos que ndo integraram >'%'2,

A sequéncia do
processo se mostrou importante para diminuir a concentracdo de residuo,
indicando que quando a liofilizacdo é realizada antes da esterilizagcdo com gas, o

residuo é menor 8717273

Estes mesmos estudos encontraram que mesmo
pequenas concentracdes de oxido de etileno afetam o crescimento de fibroblastos
071 0 gas de 6xido de etileno é muito lipo e hidrossoltvel e a diferenca na
concentracdo residual do gas € proporcional ao desengorduramento e
desidratacdo do osso ®"*""3 Qutro fator que interferiu com a osteoinducéo do

enxerto em estudo experimental foi a temperatura em que 0s implantes sao

expostos ao gas, que gquanto mais baixa, menor sera o efeito negativo . Alguns
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estudos concluem que se o processo é realizado de maneira adequada, este risco
é desprezivel >*"3. Este achado n&o se confirmou em outros trabalhos, onde os
autores mostram que mesmo com concentracfes residuais bem inferiores as
recomendadas, o efeito deletério na integracdo do enxerto permanece. Uma
possivel explicacdo para esta reducdo na incorporacdo do enxerto nestes

experimentos pode ser a alquilacdo de aminoacidos induzida pelo 6xido de etileno

72

O oxido de etileno mostrou-se um importante agente esterilizador que pode
inativar o HIV e os esporos mais resistentes e tem sido largamente utilizado para
esterilizacdo de ossos liofilizados, porém taxas inaceitaveis de falhas clinicas e

complicacdes tém sido publicadas 2°.

A esterilizacdo com peroxido de hidrogénio (H2O2) é uma técnica relativamente
nova de esterilizacdo de materiais sintéticos. Atua pela exposicdo dos agentes
infecciosos a radicais livres derivados do oxigénio, que s&do gerados pela
estimulacao elétrica do H,O,. Suas vantagens sao 0s baixos custos operacionais,
auséncia de residuos téxicos e um ciclo de esterilizacdo rapido ®*. Este método
estd sendo amplamente utilizado no HCPA para esterilizacdo de materiais
cirargicos. O emprego do H,O, na esterilizacdo de tecidos 0sseos vem sendo
recentemente pesquisado e o custo envolvido na producdo de homoenxertos e
seus derivados podem ser substancialmente reduzidos com a sua utilizacdo °*.
Autores relatam que ela parece nao ter efeito sobre a biomecanica do enxerto e
tem se mostrado efetiva contra varios tipos de virus, inclusive o HIV em estudos in
vitro. Entretanto, estudo recente indica que a esterilizagdo com H,O, tem efeitos

negativos sobre a capacidade de osteoinducdo da matriz 6ssea ®*.
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Quando os processos de esterilizacdo com radiacdo, 6xido de etileno e H,O,
foram comparados, demonstrou-se que a desnaturacdo protéica causada pela
radiacdo e H,O, tem menor efeito sobre o crescimento 6sseo que o0 produzido

pelo 6xido de etileno .

O calor coagula as proteinas e, em temperaturas superiores a 60°C, as BMPs sdo
destruidas, o que resulta em reducdo da resposta osteogénica >**. A quase
totalidade dos virus pode ser inativada pelo aquecimento a 60°C por 10 horas, em
particular agentes como o HIV e o HCV, que sdo completamente inativados, e o
HBV, que é inativado a um nivel de 1/1000 °®. Em meio liquido o HIV é inativado
em poucos minutos, mas no osso liofilizado a inativacdo pode levar horas °. O
calor também foi relacionado a reducéo da for¢ca do enxerto, mas este achado nao
é significativo para algumas cirurgias craniomaxilofaciais **®. Em outro estudo, a
estrutura do colageno permaneceu inalterada apos autoclavagem a 100°C por 30
minutos em o0ssos mineralizados 2. No Japdo, espera-se que a autoclavagem
venha a se tornar o0 método padrdo para esterilizacdo secundaria, conforme
recomendacdo da Associacdo Ortopédica Japonesa. No momento, ja existem
disponiveis autoclaves que esterilizam a 80°C por 10 minutos. Embora caros, 0s
Bancos de Ossos Japoneses acreditam que a seguranca dos enxertos 0sseos

aumentara significativamente quando utilizados largamente 2.

No banco de ossos do Servico de Traumatologia e Ortopedia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), os métodos de armazenamento utilizados séo a
congelacédo profunda do osso sem esterilizacdo e a liofilizagdo com esterilizacao
com autoclave. O doador é pesquisado quanto a grupos de risco e submetido aos

seguintes exames: anti-HIV, anti-HCV, anti-HBc, HBsAg, HIV PCR, HCV PCR,
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VDRL. Também sao feitos testes imuno-hematoldgicos para os grupos ABO e Rh.

A congelacdo profunda e a liofilizacdo sdo meétodos satisfatorios de
armazenamento, mas o0 objetivo dos pesquisadores deve ser desenvolver
estratégias terapéuticas que promovam uma reconstrucdo mecanicamente

competente e com seguranca para os pacientes ",



3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é comparar a capacidade de integracdo dos enxertos de
osso de origem membranosa autélogos, homologos congelados e homologos

liofilizados num modelo de cranioplastia em ratos.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Verificar se o homoenxerto 6sseo liofilizado tem capacidade de integracéo
superior ao enxerto congelado, aproximando-se dos resultados obtidos com o

auto-enxerto.



4. MATERIAL E METODOS.
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Este estudo foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram deste projeto os
Servigos de Cirurgia Plastica, Ortopedia e Traumatologia do HCPA, através da
Unidade de Cirurgia Craniomaxilofacial e do Banco de Ossos, respectivamente, e

o Departamento de Patologia da FAMED da UFRGS.
4.1 Grupos de pesquisa
Foram utilizados 37 ratos adultos da raca Wistar com peso entre 350 e 400g.

4.1.1 Grupo doador: sete animais foram os doadores primarios de enxertos
0sseos para o estudo. Foram submetidos a uma craniectomia para
remocdo de fragmento de calota craniana medindo 0,8 x 1,0 cm. Estes

animais foram submetidos a eutanasia apos o procedimento.

Os 30 animais restantes foram divididos em 3 grupos com 10 ratos cada, assim

denominados:

4.1.2 Grupo 1: cada animal foi submetido a uma craniectomia semelhante
as do grupo doador e recebeu um fragmento de osso homélogo congelado

sobre o defeito criado cirurgicamente.

4.1.3 Grupo 2: cada animal recebeu um fragmento de osso homodlogo

liofilizado sobre o defeito criado.

4.1.4 Grupo 3: estes animais tiveram fragmentos de sua calota craniana
removidas como as do grupo doador, porém o fragmento foi recolocado no

local de origem ap0s sua retirada.
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Todos os fragmentos 0Osseos retirados dos grupo 1 e 2 eram processados e

utilizados para enxertia nos animais operados subseqiientemente.
4.2 Preparo dos enxertos 6sseos

Os fragmentos de calota removidos do grupo doador e dos grupos 1 e 2 foram

encaminhados para o banco de ossos do Servico de Ortopedia do HCPA.
Cada fragmento 0sseo foi limpo de todo tecido adjacente.

Os enxertos 6sseos foram processados e armazenados de forma randomizada

por congelacao profunda ou liofilizacao.
4.2.1 Enxerto homdlogo congelado

Metade dos fragmentos 6sseos preparados foi armazenada pelo método de
congelacéo profunda (-80°C) sem esterilizacdo de acordo com o protocolo
do banco de ossos do Servico de Ortopedia e Traumatologia do HCPA.
Cada fragmento acondicionado em duplo frasco estéril, e mantido em

freezer especial a -80°C.

Duas horas antes da utilizacdo, os enxertos eram colocados em solucéo de

cefalotina e soro fisiologico com 50mg/ml.
4.2.2 Enxerto homdlogo liofilizado

A segunda metade dos fragmentos 0sseos foi armazenada pelo processo
de liofilizacdo seguindo, igualmente, o protocolo do banco de ossos do
Servico de Ortopedia e Traumatologia do HCPA. O processo de

preparacao foi o seguinte:

- imersao por 1 hora em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,5 %;
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- lavagem em agua filtrada a 4 °C;
- centrifugacao a 2500 rota¢cdes por minuto (rpm) durante 10 minutos;

- desengorduramento em temperatura ambiente em uma solucdo de
cloroférmio e metanol na diluicdo de 1:1. Durante este processo, a
mistura de cloroféormio e metanol sera continuamente agitada e trocada
nas primeiras horas, e depois a cada hora de acordo com a sua

coloracdo, permanecendo nesta mistura por 48 horas;
- centrifugacao a 2500 rpm durante 10 minutos;

- aeracdo em contato direto com o meio ambiente por 24 horas para

evaporacao do metanol e do cloroférmio;
- lavagem e agitacdo em agua filtrada a 4°C por 24 horas;
- centrifugacéo a 2500 rpm por 10 minutos;

- liofilizacéo a frio (-40°C) durante 7 dias;

empacotamento em embalagens gas permeaveis;

esterilizacdo em autoclave por 10 minutos a 121°C.
4.3 Preparo dos animais

Os pesquisadores seguiram todas as normas em bioética e a legislacdo vigente

sobre experimentos com animais.

Todos os procedimentos cirdrgicos, inclusive a retirada dos enxertos 0sseos,

realizaram-se sob cuidados estritos de assepsia.

A técnica anestésica consistiu de injecao intraperitonial de fentobarbital sddico na

dose de 30 mg/Kg de peso, complementada com infiltracdo local de solucéo de
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lidocaina 2% com adicdo de adrenalina numa concentracdo de 1:200000,
observando-se a dosagem maxima de 0,7 mg/kg. Antibioticoterapia profilatica foi
feita na inducdo anestésica com 15.000 Ul de Sulbactan-trimetropin

intramuscular.

Aplicou-se solugcéo de clorohexidine a 2% em toda a cabeca do animal para a
anti-sepsia, isolando a regiao operatdria com campos estéreis. A area da incisao

cirdrgica foi tricotomizada.

Os enxertos de calota craniana foram removidos por meio de incisdo em “U” na
pele do rato com pediculo occipital, incisando o periosteo (figura 1). Uma
craniectomia de 0,8 x 1,0 cm foi feita em todos os animais com broca de corte,

sob irrigacdo continua para evitar dano ao osso (figura 2).

Figura 1: elevagdo do retalho de pediculo occiptal com exposi¢cdo da calota craniana e
apos suturado.
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Cada animal, escolhido aleatoriamente, recebeu um enxerto 6sseo sobre o defeito

criado.

Figura 2: A retirada do fragmento de calota craniana foi realizado com broca de corte e
descolador de ponta romba, com especial cuidado ao seio sagital.

Apés a colocacéo do transplante, a incisdo cirdrgica foi suturada com fio de nailon

monofilamentar 4-0 (figura 1).

No periodo pos-operatério os animais foram mantidos em gaiolas com ciclos de

12 horas de luz, com acesso a agua e a comida ad libitum.

hY

Os animais foram submetidos a eutanasia na 62 (quatro animais) e 152 (seis
animais) semana poés-operatoria, sua calota craniana removida e encaminhada

para a avaliacdo histopatoldgica.

Os animais foram mortos por injecdo intraperitonial letal de fentobarbital sédico,

removendo-se suas calotas cranianas logo apds (figura 3).
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Figura 3: Apds a eutanasia a calota craniana foi removida em bloco. Neste caso, na 62
semana ainda pode-se visualizar a area enxertada.

4.4 Métodos de avaliacao

4.4.1 Avaliagdo macroscopica do enxerto

Os enxertos foram avaliados semiquantitativamente em escores, no
momento da sua remoc¢do, quanto a sua aderéncia ao leito receptor ou

aspecto macroscopico do enxerto, como segue:
(0) auséncia de 0sso;

(1) ndo aderido ao leito receptor, consisténcia coloidal ou aspecto

necrotico;
(2) facilmente removido ou aspecto cartilaginoso;

(3) fortemente aderido, com rigidez e consisténcia preservadas.
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Esta observacéo foi feita por dois observadores independentes.
4.4.2 Avaliacao histologica

A avaliacdo histologica realizou-se por um mesmo patologista e pelo autor

em microscopio de co-observacdo, mascarados quanto ao tipo de enxerto.
Os espécimes foram enviados a patologia em solucédo de formol.

Os enxertos foram descalcificados em solucdo de acido nitrico e

seccionados na sua por¢ao media.

Apos ter-se definido o corte mais representativo de cada lamina,
observaram-se trés areas de interesse definidas: as duas extremidades e a

seccado média do enxerto.
A avaliacao foi semi-quantativa em escores definidos de 0 a 3.
Os parametros avaliados foram:

- Neoformacédo Oéssea, seguindo o critério abaixo: (0) ausente:
auséncia de trabéculas 6sseas neoformadas; (1) leve: trabéculas
finas, ndo ultrapassando 1/3 do campo; (2) moderada: trabéculas
isoladas, ocupando entre 1/3 e 2/3 do campo; (3) acentuada:

trabéculas espessas, ocupando mais de 2/3 do campo.

- Atividade osteoblastica (presenca de osteoblastos); (0) ausente:
atividade inexistente; (1) leve: menos de 1/3 das trabéculas com
osteoblastos; (2) moderada: entre 1/3 e 2/3 das trabéculas com
osteoblastos; (3) acentuada: mais de 2/3 das trabéculas com

osteoblastos.
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- Absorcao do enxerto; (0) ausente: auséncia de areas de lise 0ssea,;
(1) leve: reabsorcdo de até 1/3 do enxerto; (2) moderada:
reabsorcdo entre 1/3 e 2/3 do enxerto; (3) acentuada: reabsorcéo de

mais de 2/3 do enxerto.

Os enxertos ainda foram avaliados pela presenca ou ndo de medula 6ssea

viavel e quantitativamente por:

1. numero absoluto de osteoclastos no campo com maior niumero de

osteoclastos em cada area de interesse (aumento de 100 Xx);
2. numero de vasos por campo (aumento de 100 x);

3. espessura do osso em milimetros nas trés areas avaliadas.

4.5 Analise Estatistica

A analise estatistica consistiu em uma descricdo dos escores média + desvio-
padrdo e avaliacdo do efeito dos fatores em estudo, periodo de avaliacdo
(momento) e grupo (congelado, liofilizado ou autélogo fresco), pela analise de
variancia fatorial com duplo critério de classificacdo, permitindo a apreciacdo de
um fator de interacdo. Esta abordagem segue as recomendacdes de Campbell &

Machin ?® e Snedecor & Cochran 2°

sobre a utilizacdo de procedimentos
paramétricos (ANOVA) na analise de variaveis ordinais. Os testes utilizados foram
todos confirmados pela ANOVA aplicada sobre a transformacédo em “rank” dos

dados, o que, segundo Montgomery #’, representa o uso do teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis. Na comparacdo entre os grupos para a variavel dicotbmica
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viabilidade da medula 6ssea utilizou-se o teste exato de Fischer com ajuste de

valor p pelo método de Finner-Bonferroni.
Considerou-se um valor p < 0.05 como significativo.

Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos programas PEPI v.

3.0 e SPSSv. 10.0.

O projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com
as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais pela Comissédo Cientifica e
Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde do Grupo de Pesquisa e POs-

Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.



5. RESULTADOS
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Dos animais operados, um morreu devido a laceracdo e sangramento do seio
sagital como complicagcdo do procedimento cirdrgico. Ndo houve perdas no
periodo pos-operatorio tardio nem complicacbes como infeccdo ou necrose do

retalho.

Na avaliagdo macroscopica da 6% semana, O grupo 2 apresentou um pior
resultado (p< 0,04) caracterizado por fraca aderéncia ao leito receptor ou aspecto
cartilaginoso, enquanto os grupos 1 e 3 ja se encontravam fortemente aderidos ao
leito receptor, com aspecto viavel. Na 152 semana ja ndo existiam diferencas
entre 0sS grupos e, macroscopicamente, todos 0s enxertos estavam integrados ao

0SSO receptor.

A avaliacdo histopatolégica mostrou comportamentos diferentes para cada grupo

nos diversos parametros avaliados.

Em relacdo a neoformacédo 6ssea (grafico 1), enquanto o grupo 3 permaneceu
estavel nas diferentes semanas, 0 grupo 2 teve um aumento e 0 grupo 1
apresentou uma diminuicdo nos escores (p<0,03). Quando comparados na 152
semana, as diferencas entre eles ndo se mostraram estatisticamente

significativas.
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Grafico 1: evolucdo do indice de neoformacdo 6ssea médio nas duas avaliagcbes para
cada grupo (p<0,03).
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A atividade osteoblastica (grafico 2) também variou de acordo com o enxerto e 0
tempo, estabelecendo um comportamento diferente para cada grupo (p<0,01).
Enquanto os grupos 1 e 3 tiveram uma diminuigdo acentuada, maior no primeiro,
os liofilizados apresentaram escores que foram maiores na 152 semana. Os
animais comparados na avaliacdo mais tardia apresentaram diferencas

significativas dependendo do tipo de enxerto (p< 0,03).
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Gréfico 2: variacdo da atividade osteoblastica em cada grupo nos diferentes
momentos (p<0,01).
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Gréfico 3: escores de reabsorgdo dos enxertos nos grupos avaliados na 62 e 152
semanas (p>0,05).
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As médias de absorcdo do enxerto (grafico 3) ndo tiveram uma variacao
significativa, mostrando uma diminuicdo no grupo 2 e aumento nos grupos 1 e 3
(p>0,05). O numero de osteoclastos por campo (grafico 4) foi influenciado
significativamente pelo tempo (p<0,05) com uma discreta interagcdo com o tipo de
enxerto. Manteve-se estavel nos grupos 2 e 3 e diminui no grupo 1. O
comportamento dos diferentes tipos de enxerto quanto ao numero de vasos
(grafico 5) foi dependente do enxerto e do tempo de evolucdo (p<0,01), com
decréscimo nos enxertos congelados e elevacdo nos autélogos, mantendo-se
estavel nos liofilizados. A viabilidade da medula Ossea (grafico 6) variou
basicamente entre os grupos. O grupo 3 sempre manteve maior positividade
(p<0,05). Nos outros parametros analisados os enxertos tiveram padrdes de

comportamento que ndo variaram significativamente.

Grafico 4: variacdo do numero de osteoclastos por campo nos diferentes momentos
avaliados para cada grupo (p<0,05).
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Grafico 5: variagdo do nimero de vasos por campo nos grupos com 6 e 15 semanas

(p<0,01).
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Gréfico 6: presenca de medula dssea viavel nos dois momentos avaliados (p<0,05).
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A reparacdo dos defeitos ésseos craniofaciais pode ocorrer por mecanismos
semelhantes ou distintos daqueles que acontecem nos 0ssos endocondrais, em
particular, sua resposta aos materiais osteoindutivos . Os defeitos 6sseos na
calota craniana de individuos adultos sdo geralmente considerados nao
osteogénicos por apresentarem uma pequena capacidade regenerativa, atribuida
a deficiéncia de medula 6ssea, de células precursoras de osteoblastos e de
vascularizacdo, o que explica a necessidade de enxertos 0sseos, substitutos
0sseos ou outros meétodos que facilitem sua reparacdo. Estas observacdes

14 Schimitz e

tornam estas perdas ideais para investigacbes experimentais
Hollinger postularam uma racionalizacdo para testar materiais de engenharia
tecidual na regido cranimaxilofacial utilizando um modelo animal de déficit 6sseo

critico na calota craniana. Estes autores concluem que o teste inicial deve ser

feito em um defeito de 8 mm de diametro no cranio de ratos "

Neste experimento optou-se pelo rato Wistar por sua resisténcia, sua facilidade de
manuseio e confinamento e seu baixo custo. Foram utilizados animais adultos por
apresentarem um indice menor de absorcdo Ossea. Além disto, os defeitos

6sseos podem ser reparados mais facilmente nos imaturos .

O osso membranoso possui reconhecida superioridade quando empregado no
esqueleto facial, o que levou os autores a utilizarem um modelo animal
semelhante ao utilizado por Collares e cols.’® na pesquisa do comportamento de
diferentes formas de hidroxiapatita e Zellin e cols.** no estudo de enxertos
autoclavados, ambos na reconstituicdo de defeitos na calota craniana de ratos. O
defeito 6sseo produzido na calota craniana de 8 milimetros de diametro foi

fundamentado no trabalho " citado anteriormente. A orientacdo do enxerto em
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relacdo ao 0sso receptor ndo foi uma preocupacdo dos autores, pois ndo existe
comprovacao que isto tenha alguma influéncia sobre a integracdo do transplante
% Os enxertos foram colocados sobre o defeito da maneira que permanecessem
mais estaveis e com maior contato 6sseo. O retalho periosteal foi preservado com
o objetivo de isolar o enxerto dos tecidos adjacentes. Estudos **** demonstram
que a acdo intermitente dos grupos musculares e a interposicdo de tecidos
interferem na integracdo e aumentam a reabsorcdo dos enxertos. Segundo
conceitos de regeneracao 6ssea guiada, o periosteo age como uma barreira de
protecdo macroporosa, sendo permeavel as proteinas morfogenéticas 6sseas e a
migracdo das células mesenquimais necessarias a osteogénese . A fixacdo do
enxerto nao influenciou significativamente a incorporacado de enxerto em alguns

34

estudos °°, desde que este permanecesse clinicamente estavel durante o

procedimento. Lin e cols., citados por Alberius e col.®

, postulam que uma vez
aderido ao leito receptor para resistir as forcas mecanicas externas, o tipo de
fixacdo empregada no enxerto € de menor importancia. No modelo utilizado no
presente estudo, a minima mobilidade do sitio receptor permitiu ao enxerto
integrar-se sem que fosse necessario algum tipo de fixacdo interna ou externa.
Embora outros experimentos “*° mostrem que a fixacdo rigida produz melhores
resultados que a fixacdo nao rigida, os resultados obtidos no grupo 3, 0 grupo

autologo, foram compativeis com a literatura e confirmam a correcdo do modelo

utilizado.

Os periodos de observacéo foram determinados na tentativa de privilegiar fases
distintas da integracdo do enxerto. Albrektsson 2°, estudando a incorporacdo de

enxertos corticais autélogos, determinou que sua completa revascularizacao
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ocorre em torno de 30 dias, nesta fase a formacéo e a reabsorcdo 6ssea estao
ocorrendo simultaneamente. Esperava-se que na avaliacéo inicial, fixada em seis
semanas, estes fenbmenos da neoformacdo Ossea estivessem em plena
atividade. Na avaliacdo tardia, na 152 semana, esperava-se verificar a fase de
conclusdo da incorporacdo Ossea. Isto confirmou-se nos enxertos autdlogos,
porém o0s grupos congelado e liofilizado ainda mostravam variacfes importantes
em alguns parametros avaliados. Segundo estudo experimental **, a completa
integracdo e revascularizacdo dos enxertos autdlogos ocorre em um periodo de
12 semanas. Stevenson e cols.’ j& haviam encontrado estas diferencas quando
observaram a revascularizacdo dos auto-enxertos em 4 semanas, enquanto 0s
enxertos congelados ndo eram completamente revascularizados até 4 meses
apos o procedimento. Observou-se, em experimento realizado em cées, que o
ciclo de substituicho o6ssea que envolve revascularizacdo, reabsorcdo e

neoformacéo 6ssea em homoenxertos corticais maiores pode levar até 2 anos **.

A avaliacdo de trés pontos distintos no enxerto, sugerida por Ferreira * e Zellin e

cols.**, permitiu uma avaliacdo global da resposta de cada osso transplantado.

A avaliagcdo macroscopica feita por dois observadores independentes baseou-se
em escores adaptados de experimentos anteriores de Almeida e cols.* e Silva e
cols.'? onde avaliaram a integracéo do 0sso ao sitio receptor e sua morfologia e
consisténcia. Um destes trabalhos *?, que utilizou osso desmineralizado, observou
que com 2 semanas o enxerto liofilizado apresentava aspecto cartilaginoso ou de
0sso inviavel, o que também foi observado aqui, s6 que num periodo mais tardio
(6 semanas). Os outros dois grupos mantiveram seu aspecto e consisténcia. Na

avaliacdo de 15 semanas ndo havia diferenca macroscopica entre os enxertos,
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todos pareciam viaveis e integrados ao 0sso receptor. Estes dados concordam
com os autores *° que afirmam que o fendmeno da fusdo entre transplante e 0sso
do receptor depende da estabilidade e do contato destes e ndo da tendéncia do

0SSO0 para maior ou menor integracgao.

Os parametros histopatologicos foram escolhidos baseados em trabalho realizado
. 4 . . . . . ~ 7
por Ferreira © com o objetivo de determinar a intensidade da neoformacao 0ssea
(osso neoformado e atividade dos osteoblastos) e a atividade osteolitica
(absorcdo do enxerto, espessura do 0sso e numero de osteoclastos). A estes
parametros foram dados escores de 0 a 3, utilizado em muitos experimentos 3¢
permitindo na sua analise a utilizacdo de testes paramétricos com maior poder
estatistico. Albrektsson ° afirma que reabsorcdo e a formacdo dssea nao iniciam

1229 iita a

antes da revascularizacdo Ossea e junto com outros autores
neovascularizacdo do enxerto como parametro confiavel para estimar sua
viabilidade. Aplicando a experiéncia destes pesquisadores procuramos avaliar a

vascularizacdo dos enxertos determinando numero de vasos em areas

especificas de cada enxerto.

Na avaliacdo histopatolégica, o0s testes estatisticos permitiram mudaltiplas
comparacdes, sugerindo comportamentos especificos para cada tipo de enxerto

em cada um dos parametros analisados.

O padréao de integracdo 6ssea dos enxertos autdlogos observado a microscopia
foi concordante com trabalho que relatou um periodo de 4 a 6 semanas para a

revascularizacdo destes enxertos °

. Avaliados na 62 semana, eles ja estavam
vascularizados, melhorando ainda mais este padrédo de vascularizacado entre os

periodos estudados. A proporcdo de osso neoformado era significativa nesta



57

primeira fase, com neoformacéo intramembranosa e perivascular. A presenca de
osteoblastos nas trabéculas neoformadas e na periferia do enxerto era acentuada.
Hulth e cols. * avaliaram a capacidade osteoindutiva dos enxertos pela presenca
das células mesenquimais, num primeiro momento, e pela capacidade de
neoformacdo o6ssea numa fase mais tardia. Os achados histopatolégicos
reafirmam a capacidade osteogénica e osteoindutiva do enxerto autélogo,
reforcando sua indicacdo como excelente opcao nas reconstrucdes do esqueleto

1444 " Nos animais sacrificados na 152 semana esta atividade havia

facial
diminuido, mas a neoformacédo 0ssea manteve-se inalterada sem mostrar sinais
de reabsorcdo do enxerto ou aumento significativo no nimero de osteoclastos.
Este equilibrio entre o processo de reabsorcéo e producao 6ssea, onde o volume
do enxerto se mantém inalterado, permite concluir que neste momento o enxerto

autologo estava completamente incorporado. Apesar disto, ainda permaneciam

areas de o0sso necrético entre as trabéculas neoformadas, o que, segundo

3 26

Ferreira ° e Albrektsson “°, ndo altera a estrutura e resisténcia do enxerto.
Lemperle e cols. ** afirmam que a substituicdo 6ssea completa sé é atingida nos
enxertos  esponjosos, enquanto 0S enxertos corticais permanecem

indefinidamente uma combinacédo de tecido 6sseo necroético e viavel, sendo este

um dos fatores responsaveis pela maior manutencao do volume destes ultimos.

O homoenxerto congelado na 62 semana apresentava um padrédo de integracao
muito proximo do enxerto autélogo, com um numero significativo de vasos e
osteclastos e escores para neoformacéo 0ssea e atividade dos osteoblastos altos.
Estes achados determinam a capacidade de osteoinducédo destes enxertos, uma

vez que o0s osteoclastos também migram e diferenciam-se pelo estimulo
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osteoindutivo do material organico do enxerto e devem preceder a acao
osteoblastica *. Entretanto, nos animais avaliados tardiamente, houve uma
diminuicdo na intensidade da vascularizacdo do enxerto acompanhada de um
menor numero de osteoblastos e de uma menor propor¢cado de osso neoformado.
Em concordancia com o experimento de Ferreira , também se observou uma
diminuicdo no numero de osteoclastos e um aumento no indice meédio de
reabsorcdo do enxerto. Esta degradacdo ndo osteoclastica do osso foi também
observado por Zellin e cols.** e Thorén e cols.*® em estudos anteriores. Estes

44,49

autores responsabilizam a diminuicdo da vascularizacdo do enxerto por esta

4

piora nos parametros do 0sso congelado. Leunig e cols. ** observaram uma

diminuicdo da densidade vascular dos homoenxertos e atribuem este achado a

742 também descrevem a

resposta imune do hospedeiro. Outros autores
antigenicidade como maior determinante da revascularizacdo dos enxertos, mas
concordam que, embora as reacfes imunes prejudiguem a revascularizacao, o
congelamento produz uma reducdo na antigenicidade dos homoenxertos. Jinno e
cols.” ndo conseguiram demonstrar que 0 processamento do enxerto por
congelacédo profunda aumente o numero de vasos como consequéncia de uma
menor resposta imune. Ekelund e cols.*® concluem, em suas investigacdes, que
as reacoes imunes dependentes das células T ndo produzem efeito significativo
nas propriedades osteocondutivas do enxerto. Este achado contraria varios
experimentos animais que mostram que a incorporacao dos enxertos homologos

é influenciada por estas reacées 2°*°.

Alguns autores ** relacionam uma répida revascularizacdo do enxerto com um

fendbmeno de rejeicdo como o visto em transplantes cardiacos e renais,
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salientando a necessidade de provas cruzadas entre doador e receptor,
principalmente em pacientes ja sensibilizados por outros transplantes e que serao

submetidos a retalhos 0sseos livres homologos.

O presente estudo indicou um decréscimo no numero de vasos dos homoenxertos
congelados, ndo observado nos outros dois grupos, concordando com os achados
da literatura. Embora pareca sugestivo, nao foi possivel confirmar a participacao

de antigenos de histocompatibilidade neste fenémenao.

O grupo que recebeu homoenxertos liofilizados apresentou nitido retardo na
incorporacao quando comparado aos outros grupos. Na avaliacao inicial, apesar
de j4 haver ocorrido o surgimento de vasos, havia minima quantidade de
osteoblastos e de osso neoformado, que era principalmente subperiosteal. O
enxerto tinha aspecto necrotico. Os escores de reabsorcao 6ssea foram elevados.
No grupo avaliado posteriormente, com 15 semanas, o0 numero de vasos
aumentou acompanhado de uma elevacdo significativa na atividade dos
osteoblastos e na proporcdo de osso neoformado. Heiple, citado por Baptista e
cols.®®, encontrou este retardo na incorporacdo dos enxertos liofilizados quando
comparado aos auto-enxertos. Este autor observou que, com 4 semanas, 0S
liofilizados apresentavam menor reparacdo, mas esta diferenca se tornava

pequena na reavaliacdo com 3 meses e que era ainda menor no final de um ano.

A liofilizacdo é empregada para preservar as proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), que sao sabidamente osteoindutivas e foram isoladas nos enxertos
6sseos de origem mesenquimal >3. Assim, é evidente que elas permanecem ativas
nos enxertos liofilizados. As propriedades osteoindutivas e osteocondutivas dos

enxertos liofilizados e desmineralizados estdo bem documentadas e tém sido



60

utilizadas com sucesso clinicamente 2°%¢. Os enxertos liofilizados mineralizados
sdo basicamente osteocondutivos com minima atividade osteoindutiva, ndo sendo

capazes de induzir neoformacdo O0ssea quando implantados heterotopicamente

36,52 52

Hulth e cols nao observaram o0sso neoformado nos homoenxertos
mineralizados em 50 dias de estudo. Apesar destas observacgdes, alguns autores
tém descrito 0 osso liofilizado mineralizado como osteoindutivo ***3¢. Pode-se
teorizar, segundo Lohmann e cols.®, que estes fatores sdo liberados durante a
reabsorcao osteoclastica do implante quando colocados em situac&o ortotopica.

Estes autores °

observaram areas de neoformacdo Ossea focal nos enxertos
liofilizados mineralizados, indicando que fatores osteoindutivos devem ter sido
liberados nestes locais. Isto pode explicar o atraso no inicio da incorporacao do
enxerto liofilizado quando comparado aos outros grupos no presente estudo. A
presenca de o0sso neoformado subperiosteal e perivascular observada neste
experimento indica sua atividade osteocondutiva e, com menos intensidade e
mais tardiamente, osteoindutiva, em conformidade com os autores °* que

entendem que o0 osso neoformado perivascular ou endosteal depende de células

mesenquimais que migram dos vasos.

Apesar da avaliacdo tardia no presente estudo indicar uma melhora do
desempenho do homoenxerto liofilizado no longo prazo, somente estudos com
seguimentos maiores permitirdo afirmar se esta € uma tendéncia verdadeira ou se
ocorrerd um decréscimo nesta performance como 0 que ocorreu nos enxertos

congelados.

A forca de torcdo e a elasticidade diminuem com o processo de liofilizacdo 2,

além disto, como foi observado a macroscopia, estes enxertos passam um
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periodo prolongado com alteracdes na sua consisténcia. Embora outros autores
101351 relatem que a liofilizacdo aumenta a rigidez e a resisténcia & compressao
do enxerto, a utilizacao de enxertos liofilizados como enxertos estruturais deve ser

executada com cautela.

A presenca de medula 0ssea viavel variou basicamente entre os grupos. Os
enxertos autdlogos apresentaram 100% de positividade, evidenciando a
superioridade deste grupo. A viabilidade da medula 6ssea e a sobrevivéncia de
osteoblastos no transplante permitem que o enxerto participe ativamente da sua
incorporacao, concordando com os autores que defendem que mesmo a pequena
fracdo das células transplantadas que permanece viavel no auto-enxerto
desempenha papel importante no seu processo de integracdo **2. Da mesma
forma, a completa remocéo celular promovida pela liofilizacdo e a demora em
formar medula 6ssea observada nos liofilizados somariam para um maior retardo

na neoformagéo 0ssea nestes enxertos.

A extracdo da gordura do tecido O0sseo melhora a integragcdo do enxerto
congelado, como demonstrado por Thorén e cols.*®. Este efeito parece ser
consequéncia de uma diminuicdo da resposta imunologica provocada, uma vez
que o desengorduramento ndo alterou a incorporacédo dos enxertos autologos. A
remocao da gordura ndo alterou as propriedades biomecanicas do 0sso. Este
estudo *° ndo investigou os ossos liofilizados, entretanto o processo de liofilizagao
implica na remocao da gordura e deve produzir efeitos similares na integracao
dos enxertos 2333, A resposta imunolégica esta reduzida nestes enxertos, mas
7.

ainda é possivel detecta-la Estes achados sugerem fortemente que uma

resposta imunoldgica a antigenos de histocompatibilidade pode ser importante, e
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¥ Moreau e cols.”” salientam a

€ minimizada pelo desengorduramento
importancia do desengorduramento nos enxertos submetidos a radiagcdo gama ou
ultravioleta com a finalidade de evitar a peroxidacao lipidica e a liberacdo de
componentes toxicos para as células precursoras dos osteoblastos. Estes autores
preconizam o desengorduramento como rotina no processamento dos
homoenxertos 0sseos pelos bancos de tecidos. Mesmo quando outro método de
esterilizacdo secundaria, como o oxido de etileno é empregado, a remocao de
componentes 0sseos como a gordura e a agua diminui a toxicidade do processo
por permitir maior difusdo e evaporacdo do gas e seus residuos. Estes métodos

tornam-se menos prejudiciais as propriedades osteoindutivas quando o enxerto é

liofilizado °.

O método de esterilizacdo secundaria empregado nos enxertos liofilizados neste
experimento foi a autoclavagem a 121°C por 10 minutos, que € o método de rotina
do banco de ossos do HCPA. Os enxertos congelados foram tratados sob

cuidados estritos de assepsia, sem nenhum processo de esterilizacao posterior.

Embora os resultados atuais sejam adequados, eles ainda s&do imperfeitos.
Apesar dos avancos, opcdes e descobertas, mais de 20 bilhdes de ddlares de
custos diretos e indiretos sdo gastos para o tratamento de fraturas ou defeitos

dsseos nos EUA "4,

Sendo assim, as pesquisas em enxertia 6ssea devem continuar nos Vvarios
centros e num grande namero de areas de interesse. Com um maior numero de
pesquisadores estudando o problema, espera-se que maiores descobertas

ocorram, e que uma taxa de sucesso alta e previsivel seja alcancada, estimulando
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os cirurgibes a acrescentarem este armamento no tratamento das grandes perdas

Osseas.



6. CONCLUSAO
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O enxerto autélogo membranoso é o melhor material, entre os que foram

estudados, para repor perdas 0sseas na cirurgia craniomaxilofacial.

Os enxertos homologos processados por congelacdo profunda ou
liofilizacdo apresentam resultados satisfatorios na reparacdo de perdas

0sseas de tamanho critico no esqueleto craniofacial.

A tendéncia de reparacdo dos grupos estudados indica um melhor
resultado dos liofilizados no longo prazo quando comparados aos

congelados.

O modelo animal utilizado € adequado para a pesquisa de substitutos

0sseos em cirurgia craniomaxilofacial.
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7. ANEXO.



TABELAS DE AVALIACAO

espessura
enxerto TON AO Abs Enx osteoclas vasos mm

rato 1 1 1 2 4 2 0,2

1 0 2 3 6 0,5

0 0 3 0 5 0,2

2 3 2 3 5 1 0,25

3 2 1 1 4 0,20

3 1 2 3 17 0,40

4 1 1 1 3 5 0,45

2 2 2 14 9 0,25

2 2 3 8 9 0,30

5 2 2 3 5 12 0,80

3 1 3 0 9 0,50

2 1 2 8 9 0,30

6 2 1 2 3 14 0,30

2 2 2 3 32 0,40

2 2 2 4 22 0,40

23 3 1 1 2 12 0,35

2 1 1 3 16 0,40

3 2 1 4 29 0,50

2,05556 1,3333 2 4,055556 11,833 0,37

0,8726 0,686 0,766965 3,298346 8,706 0,15

0,43377 0,3206 0,328654 1,441645 3,7906 0,08

7 controle 1 1 1 5 42 0,20

3 1 1 14 38 0,50

2 2 2 5 38 0,40

8 3 2 1 9 53 0,35

3 1 2 8 40 0,85

3 2 2 10 50 0,60

9 2 0 1 0 6 0,35

1 1 1 5 7 0,40

1 2 1 3 7 0,70

10 3 2 1 6 28 0,50

3 1 2 5 38 0,45

3 1 2 5 51 0,90

11 2 0 1 0 7 0,80

2 1 1 8 11 0,80

3 1 1 3 18 0,55

12 3 2 2 4 16 0,50

2 1 1 4 15 0,40

3 2 1 12 22 0,70

média 2,38889 1,2778 1,333333 5,888889 27,056 0,552777778

DP 0,77754 0,6691 0,485071 3,724148 16,816 0,198873461

medula

nao

nao

nao

nao

nao

nao

sim

sim
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77

3 congelado

0,15
0,60 nao
0,40
0,60
0,65 sim
0,80
0,80
0,60 nao
0,50
0,80
0,95 nao
0,50
0,80
15 0,60 sim
16 0,50
11 0,10

© U1 OO
o

13

=
o

14

15

16

=
N ~NPFPWhAONWOW

17

WEFRP WFRPRNNRPPRPPPEPNMENEPDNMNNOO
POFRPNFFPPRPPRPPOOPFPOOORLOO
P PP WOWWWMNMNEPENORFRPNORFRPENWW
ArOWOPRARWEANEPNOUOODOMMOOOOO

média 1,44444 0,6111 1,666667 2,055556 6,5 0,519444444
DP 0,85559 0,6077 1,028992 1,954549 4,8172 0,28806601
0,39526 0,2807 0,475365 0,902916 2,2254 0,133046686

18 congelado 1 2 1 0 19 0,55 sim
1 2 1 2 17 0,50
1 3 1 5 16 0,70
24 1 2 1 2 12 0,30 sim
2 1 2 4 22 0,40
3 2 2 3 18 0,50
26 2 3 1 21 23 0,55 sim
2 1 1 20 17 0,60
3 3 2 9 27 0,70
27 3 3 2 24 58 0,70 nao
3 3 2 39 50 0,50
2 2 2 15 32 0,55
controle
19 2 1 1 1 5 0,50 sim
2 2 1 0 15 0,45
2 1 1 7 18 0,80
20 2 2 1 0 8 0,40 sim
3 2 2 4 9 0,50
2 2 1 2 22 0,60
25 2 2 1 2 10 0,40 nao
2 3 1 15 28 0,50
2 2 2 12 25 0,70
30 3 3 1 7 10 0,60 sim
2 3 2 5 15 0,80
2 2 1 2 20 0,55
2,16667 2,0833 1,25 4,75 15,417 0,57

0,38925 0,6686 0,452267 4,769696 7,2921 0,14



21

22

28

29

liofilizado

0,38146 0,6552 0,443213

OO OOFRPONDNEFEDNPRERPER

O OO OFRPONEFPEFRPEPENDN

WWWNWWNNEDNPREPRP

4,674213 7,1461

A WOWNEFE S

6
9
14
16
26
22

NEF,ONOWO

0,14

0,30
0,25
0,40
0,50
0,50
1,00
0,10
0,50
0,30
0,60
0,40
0,50

sim
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liofilizados 152 sem

rato 1

rato 2

rato 4

rato 5

rato 6

rato 23

média
DP

B RN R

PR R RPRRRRERE

1,083333
0,288675

liofilizados 62 sem

rato 21

rato 22

rato 28

rato 29

média
DP

WWNDNDNEDNDN

2,125
0,64087

controle
rato 7

rato 8

rato 9

rato 10

rato 11

rato 12

média
DP

controle

rato 19

rato 20

rato 25

rato 30

152 sem

PRPRRPRRPRPRRPRRPNRRPRR

1,083333
0,288675

6 2sem

PR R RRPRREPRE

o

congelado 152 sem

rato 13 1
1
rato 14 1
1
rato 15 1
1
rato 16 1
2
rato 17 2
2
1,3
0,483046

congelado 62sem
rato 18 1
1
rato 24 1
1
rato 26 1
2
rato 27 1
1
1,125
0,353553
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RESUMO

O objetivo deste experimento é comparar, em um modelo experimental de cirurgia
craniomaxilofacial, o comportamento de o0ssos processados e armazenados pelos
métodos de liofilizacdo e a congelagdo profunda, com o enxerto autélogo. Trinta ratos
Wistar adultos foram divididos em trés grupos submetidos a cranioplastia com
reconstrucdo com enxerto 6sseo. O grupo 1 recebeu homoenxertos congelados, 0 grupo
2 recebeu homoenxertos liofilizados e o grupo 3 foi reconstruido com enxertos autélogos
frescos. Os animais de foram sacrificados na 62 e na 152 semana. Os resultados foram
avaliados por parametros macroscoépicos e histopatolégicos. Na primeira avaliacdo os
grupos 1 e 3 apresentavam resultados semelhantes, enquanto o grupo 2 mostrava
resultados significativamente piores em varios parametros avaliados. Na avaliacao tardia
enquanto o grupo 1 mostrou uma diminuicdo na neoformagdo Ossea e na atividade
osteoblastica, o grupo 2 apresentou indices significativamente maiores para estes
parametros. O grupo 3 manteve sua propor¢ao de 0sso neoformado inalterada, com uma
diminuicdo da atividade dos osteoblastos. Conclui-se que o enxerto autdlogo fresco
permanece como primeira opg¢ao na reparacao do esqueleto facial. Embora os enxertos
homoélogos tenham apresentado resultados satisfatorios, com capacidade de
osteoindugcdo e osteoconducgdo, os enxertos homologos liofilizados parecem ter um

melhor comportamento em longo prazo.
DESCRITORES

Transplante 6sseo; banco de 0sso; liofilizacao.



ABSTRACT

This experiment was designed to compare, in an experimental model of
craniomaxillofacial surgery, the behavior of processed and banked bones through
lyophilization with autoclave or deep-freezing with autogeneic grafts. Thirty Wistar rats
were divided in three groups and submitted to cranioplasty with reconstruction using bone
graft. Group 1 received deep-frozen allografts, group 2 received lyophilized allografts, and
group 3 was reconstructed with fresh autografts. Four animals of each group were
sacrificed at week 6. The remaining 6 were sacrificed at week 15. Results were evaluated
by macroscopic and histopathologic parameters. In the first evaluation, groups 1 and 3
showed similar results, while group 2 showed significantly worse results in several
parameters. In the late evaluation, group 1 showed diminished bone neoformation and
osteoblastic activity, whereas group 2 showed significantly higher indexes in these
parameters. Group 3 kept its proportion of neoformed bone unchanged, with a decrease
in osteoblastic activity. It is concluded that fresh autografts remain as the first choice in
repairing the facial skeleton. Although allografts presented satisfactory results, with
osteoinductive and osteoconductive properties, lyophilized allografts appear to show a

better behavior in the follow up.

KEYWORDS:

bone graft, bone bank, lyophilization.



INTRODUCAO

O enxerto 0sseo é um dos procedimentos mais utilizados na reparacdo das perdas
Osseas causadas por malformagdes congénitas faciais, ressec¢des de tumores, infeccbes
ou traumas do esqueleto facial. O enxerto 6sseo autdlogo é considerado o melhor
material para este proposito e pode ser obtido de zonas doadoras apropriadas no mesmo

ato operatorio 3%,

A grande maioria dos enxertos utilizados na cirurgia craniomaxilofacial € autologo,
retirado da calota craniana, que por ser de origem embriolégica semelhante a maioria dos
ossos da face, apresenta indices superiores de integracéo *23°°". A retirada do enxerto
autdlogo tem morbidade associada, seja da calota craniana ou de sitios fora do esqueleto
craniofacial * 8. Nas situacdes de extenso déficit 6sseo ou quando é necessario diminuir

tempo e morbidade cirdrgica, o uso de enxerto homélogo deve ser considerado 2°”.

Os modelos animais demonstram que a incorporacdo dos homoenxertos é dependente
da intensidade da resposta imunolégica mediada por células e da reacdo antigeno-
anticorpo que ocorrem a partir do transplante e que diminui com a remocdo da porcao
celular do osso. Por outro lado, a presenca dos componentes organicos é importante
para promover a osteoinducao. Isto torna a escolha do processo de armazenamento e de
selecdo do enxerto mais complexa e representa uma area de crescente pesquisa °.

A congelacao profunda e a liofilizagdo sdo os métodos de processamento mais utilizados

nos dias atuais *°.

A congelacdo profunda é uma técnica simples. Geralmente é
recomendada para o armazenamento até 5 anos, porém este tempo baseia-se em
conhecimentos empiricos de sucesso ° ™. A maior vantagem do osso congelado é sua
simplicidade de preparagcdo e armazenamento. Requer poucos recursos fisicos. Diminui,
mas ndo elimina, o risco de transmissdo bacteriana e viral para 0 receptor e a

antigenicidade do enxerto ** 2.

A liofilizacdo tem sido utilizada nos ultimos 50 anos, tornando-se um dos métodos de
preservacdo de o0sso e tecido colageno de resultados mais satisfatorios °. Suas
vantagens sdo a diminuicdo marcada da antigenicidade do homoenxerto e do risco de
transmissédo de doencas, aumentando a disponibilidade de doadores e a praticidade do
armazenamento e manuseio trans-operatorio do enxerto. Apoés a liofilizacao o tecido pode

ser armazenado a temperatura ambiente por longos periodos e transportado facilmente °
612
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A tarefa de quem utiliza procedimentos de enxerto 6sseo é escolher o enxerto correto
para o meio bioldgico e mecanico onde este sera colocado STEVENSON GALA A existéncia de
estudos avaliando o comportamento, especificamente na cirurgia craniomaxilofacial, das
diferentes formas disponiveis de ossos de banco, permitira um maior uso destes nas
cirurgias reconstrutoras e estéticas da face, seja como enxertos ou associados ao

desenvolvimento da bioengenharia e células troncos 2.

7

O objetivo deste trabalho € comparar o comportamento de 0ssos processados e
armazenados pelos métodos disponiveis em nosso meio, liofilizacdo com autoclavagem e
congelacdo profunda, com o enxerto autdlogo em um modelo de cirurgia

craniomaxilofacial.

METODOS

Este estudo foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram deste projeto os Servicos de
Cirurgia Plastica, Ortopedia e Traumatologia do HCPA, através da Unidade de Cirurgia
Craniomaxilofacial e do Banco de Ossos, respectivamente, e o Departamento de
Patologia da FAMED da UFRGS.

Foram utilizados 37 ratos adultos da raga Wistar com peso entre 350 e 400g.

Grupo doador: sete animais foram os doadores primarios de enxertos ésseos para o
estudo. Foram submetidos a uma craniectomia para remocdo de fragmento de calota
craniana medindo 0,8 x 1,0 cm. Estes animais foram submetidos a eutanasia apés o
procedimento.

Os 30 animais restantes foram divididos em 3 grupos com 10 ratos cada, assim
denominados: Grupo 1: cada animal foi submetido a uma craniectomia semelhante as do
grupo doador e recebeu um fragmento de osso homologo congelado sobre o defeito
criado cirurgicamente. Grupo 2: cada animal recebeu um fragmento de osso homélogo
liofilizado sobre o defeito criado. Grupo 3: estes animais tiveram fragmentos de sua calota
craniana removidas como as do grupo doador, porém o fragmento foi recolocado no local

de origem apd@s sua retirada.

Os fragmentos Gsseos retirados do grupo 1 e 2 eram utilizados para enxertia nos
animais operados subsequentemente.

Os fragmentos de calota removidos do grupo doador e dos grupos 1 e 2 foram
processados e armazenados de forma randomizada por congelagdo profunda ou

liofilizag&o.
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Enxerto homdlogo congelado: metade dos fragmentos Osseos preparados foi
armazenada pelo método de congelacdo profunda (-80°C) sem esterilizacdo de acordo
com o protocolo do banco de ossos do Servigo de Ortopedia e Traumatologia do HCPA.
Cada fragmento acondicionado em duplo frasco estéril, e mantido em freezer especial a -
80°C. Duas horas antes da utilizacdo, os enxertos eram colocados em solugdo de
cefalotina e soro fisioldgico com 50mg/ml.
Enxerto homdlogo liofilizado: a segunda metade dos fragmentos dsseos foi armazenada
pelo processo de liofilizacdo seguindo, igualmente, o protocolo do banco de ossos do
Servico de Ortopedia e Traumatologia do HCPA.
Todos os procedimentos cirdrgicos, inclusive a retirada dos enxertos 6sseos, realizaram-
se sob cuidados estritos de assepsia. A técnica anestésica consistiu de injecao
intraperitonial de fentobarbital sédico na dose de 30 mg/Kg de peso, complementada com
infiltrac&o local de solucédo de lidocaina 2% com adi¢c&o de adrenalina numa concentragédo
de 1:200000. Antibioticoterapia profilatica foi feita na inducao anestésica com 15.000 Ul
de Sulbactan-trimetropin intramuscular.
A anti-sepsia do campo cirdrgico foi feita com solug¢é@o de clorohexidine a 2%.
Os enxertos de calota craniana foram removidos por meio de incisdo em “U” na pele do
rato com pediculo occipital, incisando o periésteo (figura 1). Uma craniectomia de 0,8 x
1,0 cm foi feita em todos os animais com broca de corte, sob irrigagdo continua (figura 2).
Cada animal, randomizado, recebeu um enxerto 6sseo sobre o defeito criado. Apds a
colocacdo do transplante, a incisdo cirargica foi suturada com fio de nailon
monofilamentar 4-0.
No periodo pds-operatério os animais foram mantidos em gaiolas com ciclos de 12 horas
de luz, com acesso a 4gua e a comida ad libitum.
Os animais foram submetidos a eutanasia na 62 (quatro animais) e 152 (seis animais)
semana pos-operatéria, sua calota craniana removida e encaminhada para a avaliacao
histopatologica (figura 3).
Avaliacdo macroscoépica do enxerto
Os enxertos foram avaliados semiquantitativamente em escores, no momento da sua
remocao, quanto a sua aderéncia ao leito receptor ou aspecto macroscopico do enxerto,
como segue:

(4) auséncia de 0sso0;

(5) n&o aderido ao leito receptor, consisténcia coloidal ou aspecto necrético;

(6) facilmente removido ou aspecto cartilaginoso;

(7) fortemente aderido, com rigidez e consisténcia preservadas.
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Esta observacao foi feita por dois observadores independentes.

Avaliacdo histopatolégica

A avaliacdo histologica realizou-se por um mesmo patologista e pelo autor em
microscopio de co-observacdo, mascarados quanto ao tipo de enxerto. Os enxertos
foram descalcificados e seccionados na sua por¢cdo média. Apos ter-se definido o corte
mais representativo de cada lamina, observaram-se trés areas de interesse definidas: as
duas extremidades e a sec¢do média do enxerto. A avaliacdo foi semi-quantativa em
escores definidos de 0 a 3.

Os parametros avaliados foram:

Neoformacdo Ossea, seguindo o critério abaixo: (0) auséncia de trabéculas ésseas
neoformadas; (1) trabéculas finas; (2) trabéculas isoladas, ocupando entre 1/3 e 2/3 do
campo; (3) trabéculas espessas, ocupando mais de 2/3 do campo.

Atividade osteoblastica (presenca de osteoblastos); (0) atividade inexistente; (1) menos
de 1/3 das trabéculas com osteoblastos; (2) entre 1/3 e 2/3 das trabéculas com
osteoblastos; (3) mais de 2/3 das trabéculas com osteoblastos. Absor¢do do enxerto; (0)
auséncia de areas de lise 0ssea; (1) reabsorcdo de até 1/3 do enxerto; (2) reabsorcao
entre 1/3 e 2/3 do enxerto; (3) reabsorcdo de mais de 2/3 do enxerto.

Os enxertos ainda foram avaliados pela presenca ou ndo de medula éssea viavel e
gquantitativamente por: nimero absoluto de osteoclastos ho campo com maior nimero de
osteoclastos em cada area de interesse (aumento de 100 x); nUmero de vasos por campo
(aumento de 100 x).

Avaliacdo estatistica

A anadlise estatistica consistiu em uma descricdo dos escores média = desvio-padrdo e
avaliacdo do efeito dos fatores em estudo, periodo de avaliacdo e grupo, pela analise de
variancia fatorial com duplo critério de classificacdo, permitindo a apreciacao de um fator
de interacao. Os testes utilizados foram todos confirmados pela ANOVA aplicada sobre a
transformacdo em “rank” dos dados MONTCOMERY “Na comparacdo entre os grupos para a
variavel dicotdbmica viabilidade da medula 6ssea utilizou-se o teste exato de Fischer com
ajuste de valor p pelo método de Finner-Bonferroni. Considerou-se um valor p < 0.05
como significativo. Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos
programas PEPI v. 3.0 e SPSS v. 10.0.

O projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos de acordo com as
Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais pela Comisséo Cientifica e Comissao de
Pesquisa e Etica em Salde do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagdo do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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RESULTADOS

Dos animais operados, um morreu devido a laceracdo e sangramento do seio sagital
como complicagcdo do procedimento cirargico. Nao houve perdas no periodo pos-

operatdrio tardio nem complicagBes como infec¢do ou necrose do retalho.

Na avaliacdo macroscopica da 62 semana, 0 grupo 2 apresentou um pior resultado (p<
0,04) caracterizado por fraca aderéncia ao leito receptor ou aspecto cartilaginoso,
enquanto os grupos 1 e 3 ja se encontravam fortemente aderidos ao leito receptor, com
aspecto viavel. Na 152 semana ja nao existiam diferencas entre 0s grupos e,

macroscopicamente, todos os enxertos estavam incorporados ao 0sso receptor.

Na microscopia, a neoformagéo déssea (grafico 1), permaneceu estavel no grupo 3 nas
diferentes semanas, enquanto o grupo 2 teve um aumento e o grupo 1 apresentou uma
diminuicdo nos escores (p<0,03). Quando comparados na 152 semana, as diferencas

entre eles ndo se mostraram estatisticamente significativas.

A atividade osteoblastica (figura 4) também variou de acordo com o enxerto e o tempo,
estabelecendo um comportamento diferente para cada grupo (p<0,01). Enquanto os
grupos 1 e 3 tiveram uma diminuigdo acentuada, maior no primeiro, os liofilizados
apresentaram escores que foram maiores na 152 semana (grafico 2). Os animais
comparados na avaliacdo mais tardia apresentaram diferencas significativas dependendo

do tipo de enxerto (p< 0,03).

As médias de absorcdo do enxerto (figura 5) ndo tiveram uma variacdo significativa,
mostrando uma diminuig&o no grupo 2 e aumento nos grupos 1 e 3 (p>0,05). O numero
de osteoclastos por campo foi influenciado significativamente pelo tempo (p<0,05) com
uma discreta interacdo com o tipo de enxerto. Manteve-se estavel nos grupos 2 e 3 e
diminui no grupo 1. O comportamento dos diferentes tipos de enxerto quanto ao nimero
de vasos (grafico 3) foi dependente do enxerto e do tempo de evolucédo (p<0,01), com
decréscimo nos enxertos congelados e elevacao nos autélogos, mantendo-se estavel nos
liofilizados. A viabilidade da medula 6ssea variou basicamente entre os grupos. O grupo 3
sempre manteve maior positividade (p<0,05). Nos outros parametros analisados o0s

enxertos tiveram padr8es de comportamento que ndo variaram significativamente.
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DISCUSSAO

O desejo de trabalhar com osso membranoso por sua reconhecida superioridade quando
empregado no esqueleto facial levou os autores a utilizarem o modelo animal semelhante
ao utilizado por Collares e cols.™ e Zellin e cols.!”, ambos na reconstituicéo de defeitos na
calota craniana de ratos. A preservacdo de retalho periosteal e a minima mobilidade do
sitio receptor permitiram ao enxerto integrar-se sem gue fosse necessério algum tipo de

fixacdo interna ou externa. Embora véarios experimentos % *®

mostrem que a fixacao rigida
produz melhores resultados que a fixacao nédo rigida, os resultados obtidos no grupo 3, o
grupo autologo, foram compativeis com a literatura, e confirmam a correcdo do modelo

utilizado.

Os periodos de observacao foram determinados na tentativa de privilegiar fases distintas
da integracdo do enxerto. Na avaliacéo inicial, fixada em seis semanas, esperava-se que
os fendmenos de neoformacdo 6ssea estivessem em plena atividade, e na avaliacao
tardia, na 158 semana, esperava-se verificar a fase de conclusdo da incorporacdo 6éssea.
Experimento animal similar refere um periodo de 12 semanas como adequado para a

17 |sto se mostrou

completa integracdo e revascularizacdo dos enxertos autdlogos
verdadeiro nos enxertos autdlogos, porém os grupos congelado e liofilizado ainda

mostravam varia¢des importantes em alguns parametros avaliados.

A avaliagdo macroscopica feita por dois observadores independentes baseou-se em
escores adaptados de experimentos anteriores de Almeida e cols.! e Silva e cols.’,
mostrando-se confidvel pela comparacéo estatistica. Apesar do primeiro ter utilizado 0sso
desmineralizado, o aspecto cartilaginoso ou de osso inviavel do enxerto liofilizado
também foi observado neste experimento, s6 que num periodo mais tardio (6 semanas)
do que o relatado por aqueles autores. Os outros grupos tiveram comportamento
semelhante nos varios experimentos mantendo seu aspecto e consisténcia. Entretanto,
na avaliacdo de 15 semanas néo havia diferenca macroscdépica entre os enxertos, todos
pareciam viaveis e integrados ao 0sso receptor, resultados, semelhantes a outros

estudos publicados *81°.

Os parametros histopatologicos foram escolhidos baseados em trabalho realizado por

2

Ferreira © com o objetivo de determinar a intensidade da neoformacédo déssea (0sso

neoformado e atividade dos osteoblastos) e a atividade osteolitica (absorcdo do enxerto,

71819 Gitam a

espessura do 0sso e numero de osteoclastos). Varios autores
neovascularizagdo do enxerto como parametro confiavel para estimar sua viabilidade,

neste sentido determinou-se o nimero de vasos por campo. A avaliagdo de trés pontos
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distintos do enxerto, sugerida por Ferreira ? e Zellin e cols.”, teve como finalidade uma

avaliacdo global da resposta de cada osso transplantado.

A avaliacdo microscopica confirmou o padrdo de integracdo 6ssea dos enxertos
autdlogos, reforcando sua indicagcdo como primeira opc¢do nas reconstrucdes do
esqueleto facial ' 22 *°. Os enxertos avaliados na 62 semana ja estavam vascularizados,
melhorando ainda mais este padrdo de vascularizacdo entre os periodos. A proporcéo de
osso neoformado era significativa nesta primeira fase, com neoformacao
intramembranosa e perivascular, reafirmando a capacidade osteogénica e osteoindutiva
do enxerto autélogo. A presenca de osteoblastos nas trabéculas neoformadas e na
periferia do enxerto era acentuada. Nos animais sacrificados na 152 semana esta
atividade havia diminuido, mas a neoformacao 6ssea manteve-se inalterada sem mostrar
sinais de reabsorcao do enxerto ou aumento significativo no niimero de osteoclastos. Isto
permite concluir que neste momento o enxerto autélogo estava completamente integrado
com equilibrio entre producdo e reabsorcdo déssea. Apesar disto, ainda permaneciam
areas de 0sso necrotico entre as trabéculas neoformadas, o que ndo altera a estrutura e

resisténcia do enxerto 21°,

O homoenxerto congelado na 62 semana apresentava um padrdo de integragcdo muito
proximo do enxerto autélogo, com um numero significativo de vasos e escores para
neoformacéo 6ssea e atividade dos osteoblastos altos. Entretanto, nos animais avaliados
tardiamente, houve uma diminui¢do da intensidade da vascularizacdo do enxerto que se
acompanhou de diminuicdo da presenca de osteoblastos e na proporcdo de 0Sso
neoformado. Embora acompanhada de uma diminuicdo no numero de osteoclastos,
houve um discreto aumento no indice médio de reabsorgcéo do enxerto. Esta degradacgéo
n&o osteoclastica do osso foi também observado por Zellin e cols.*” e Thorén e cols.?® em
estudos anteriores. Poderia-se creditar esta piora nos parametros do 0sso congelado a

algum tipo de reacéo imunoldgica entre o hospedeiro e o enxerto °#

ou a diminuicédo da
vascularizacdo e mineralizacdo #. O presente estudo indicou um decréscimo no nimero
de vasos dos homoenxertos congelados, concordando com os achados da literatura, o
que nao foi observado nos outros grupos. Embora nos pareca possivel, ndo podemos

confirmar a participacéo de agentes de histocompatibilidade neste fenébmeno.

O grupo liofilizado mostrou nitido retardo na incorporacdo quando comparado aos outros
grupos. Na avaliacdo inicial, apesar de ja haver ocorrido o surgimento de vasos, havia
pequena quantidade de osteoblastos e de osso neoformado que era principalmente

subperiosteal. Os escores de reabsor¢cdo 6ssea foram elevados. No grupo avaliado com
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mais tempo de evolug¢do, o numero de vasos aumentou acompanhado de uma elevacdo
significativa na atividade dos osteoblastos e na proporcdo de o0sso neoformado. As
propriedades osteoindutivas e osteocondutivas dos enxertos liofilizados e
desmineralizados estdo bem documentadas e tém sido utilizadas com sucesso

8 18 22 Os enxertos liofilizados mineralizados s3o basicamente

clinicamente
osteocondutivos, ndo sendo capazes de induzir neoformacdo 6ssea quando implantados
heterotopicamente 2. Apesar destas observacées, alguns autores tém descrito 0 0sso
liofilizado n&o desmineralizado como osteoindutivo %2, Pode-se teorizar, segundo alguns

estudos %%

, que fatores de crescimento, incluindo as proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs), que sdo sabidamente osteoindutivas, s&o liberados durante a reabsorcao
osteoclastica do implante. Isto pode explicar o atraso no inicio da incorporacdo do
enxerto liofilizado quando comparado aos outros grupos no presente estudo. A presenca
de osso neoformado subperiosteal e perivascular (figura 6) indica sua capacidade de
osteoconducdo e sugere uma atividade osteoindutiva, respectivamente. Apesar da
avaliacdo tardia indicar uma tendéncia de melhores resultados no longo prazo, somente
estudos com seguimentos maiores permitirdo afirmar se esta € uma tendéncia verdadeira
ou se ocorrera um decréscimo nesta performance como 0 que ocorreu nos enxertos
congelados. Judas e cols.  mostram resultados contrarios, mas em estudos de tempo
de avaliacdo ainda mais curtos.

12

A forca de torcdo e a elasticidade diminuem com o processo de liofilizagédo * *2, além

disto, como foi observado a macroscopia, este enxerto passam um periodo prolongado

com alteragbes na sua consisténcia. Embora outros autores °® ? %

relatem que a
liofilizagdo aumenta a rigidez e a resisténcia a compresséo do enxerto, a utilizacdo de

enxertos liofilizados como enxertos estruturais deve ser feita com cautela.

A presenca de medula 6ssea viavel variou basicamente entre os grupos. Os enxertos
autdlogos apresentaram 100% de positividade, muito superior aos outros grupos. Este
pode ser um dos fatores que explicaria a superioridade destes enxertos, concordando
com os autores que defendem que mesmo a pequena fracdo das células transplantadas
que permanece viavel no auto-enxerto desempenha papel importante no seu processo de
integracdo *8.

A extracdo da gordura do tecido 6sseo melhora a integracéo do enxerto congelado 2° %,

Este efeito parece ser consequiéncia de uma diminuicdo da resposta imunolégica

provocada, uma vez que o desengorduramento, também utilizado na liofilizagdo, néo
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alterou a incorporacao dos enxertos autdlogos. Estes achados sugerem fortemente que

uma resposta imunolégica a antigenos de histocompatibilidade pode ser importante %°.

Podemos concluir que dos enxertos estudados, o autélogo é o melhor para repor as
perdas Osseas na cirurgia craniomaxilofacial. Entretanto os enxertos homologos
processados por congelagcdo profunda ou liofilizacdo apresentam resultados satisfatérios
na reparacdo destas falhas 6sseas. Os achados sugerem um melhor desempenho dos
enxertos liofilizados no longo prazo quando comparados aos congelados, mas mais

estudos séo necessarios para confirmar esta tendéncia.
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