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RESUMO 

Com a evolução da cirurgia craniomaxilofacial, quantidades cada vez 

maiores de osso são necessárias para reconstrução. Nas situações de 

extenso déficit ósseo ou quando é necessário diminuir tempo e 

morbidade cirúrgica, o uso de enxerto homólogo deve ser considerado. 

O objetivo deste experimento é comparar, em um modelo experimental 

de cirurgia craniomaxilofacial, o comportamento de ossos processados 

e armazenados pelos métodos disponíveis em nosso meio, a 

liofilização com autoclavagem e a congelação profunda, com o enxerto 

autólogo. Trinta ratos Wistar adultos foram divididos em três grupos 

submetidos à cranioplastia com reconstrução com enxerto ósseo. O 

grupo 1 recebeu homoenxertos congelados, o grupo 2 recebeu 

homoenxertos liofilizados e o grupo 3 foi reconstruído com enxertos 

autólogos frescos. Quatro animais de cada grupo foram sacrificados na 

6ª semana. Os 6 restantes foram sacrificados na 15ª semana. Os 

resultados foram avaliados por parâmetros macroscópicos e 

histopatológicos. Na primeira avaliação os grupos 1 e 3 apresentavam 

resultados semelhantes, enquanto o grupo 2 mostrava resultados 

significativamente piores em vários parâmetros avaliados. Na avaliação 

tardia enquanto o grupo 1 mostrou uma diminuição na neoformação 

óssea e na atividade osteoblástica, o grupo 2 apresentou índices 

significativamente maiores para estes parâmetros. O grupo 3 manteve 

sua proporção de osso neoformado inalterada, com uma diminuição da 

atividade dos osteoblastos. Conclui-se que o enxerto autólogo fresco 
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permanece como primeira opção na reparação do esqueleto facial. 

Embora os enxertos homólogos tenham apresentado resultados 

satisfatórios, com capacidade de osteoindução e osteocondução, os 

enxertos homólogos 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.  
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 As malformações congênitas e as perdas ósseas causadas por ressecções de 

tumores, infecções ou traumas são um desafio na cirurgia reconstrutiva da face. O 

osso é um dos tecidos mais utilizados nas cirurgias de transplantes humanos 

1,2,3,4,5. A utilização de osso armazenado cresceu nos EUA de uma estimativa de 

100.000 casos em 1971 para aproximadamente 250.000 em 19915,6. Na última 

década, o uso clínico de homoenxertos ósseos atingiu 355 000 casos por ano 7. 

Destes, estima-se que 200.000 são para uso médico e o restante para uso 

odontológico 8. Aproximadamente 10 a 15 % das cirurgias ortopédicas realizadas 

nos Estados Unidos a cada ano envolvem alguma forma de enxerto ósseo 10. 

A grande maioria dos enxertos utilizados na cirurgia craniomaxilofacial é autólogo, 

retirado da calota craniana 1,4,11,12,13,14. A literatura está repleta de estudos clínicos 

e laboratoriais 1,3,4,11,12,13,14,15,16,17,18 que mostram a superioridade dos enxertos 

membranosos e as vantagens da utilização de osso isotópico, que se adapta 

melhor ao sítio receptor.  

Com a evolução da cirurgia craniomaxilofacial, quantidades cada vez maiores de 

osso são necessárias para reconstrução. Nestas situações de extenso déficit 

ósseo ou quando é necessário diminuir tempo e morbidade cirúrgica, o uso do 

enxerto homólogo está indicado 3,4,12,13.  Os xenoenxertos bovinos são 

correntemente comercializados como material inerte, livre de antígenos, mas tem 

apresentado respostas insatisfatórias. Talvez mais promissores sejam os 

materiais de substituição óssea que podem mimetizar o arcabouço ósseo. As 

vantagens destes materiais incluem a preservação de uma possível zona 

doadora, a eliminação do risco de transmitir doenças infecciosas, a 

disponibilidade ilimitada e riscos de infecção cirúrgica menor. Estes materiais 
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também são de particular interesse para serem utilizados como veículos para 

proteínas osteogênicas. Os biomateriais da hidroxiapatita são osteocondutivos, 

mas não intrinsecamente osteoindutivos. Estes materiais são biocompatíveis mas 

apresentam uma performance biofísica inadequada em termos de remodelação, 

resultando em migração, deiscência, ulceração e extrusão 4. 

O osso homólogo não é um tecido imunoprivilegiado como já foi pensado. Ao 

contrário, tem se demonstrado a ocorrência de resposta imunológica mediada por 

células e reação antígeno-anticorpo ao enxerto. Os modelos animais mostram 

que a incorporação dos homoenxertos aumenta com a diminuição das diferenças 

de histocompatibilidade entre enxerto e receptor. Para o seu sucesso, por outro 

lado, é necessário manter os componentes orgânicos capazes de promover a 

osteoindução. Isto torna a escolha do processo de armazenamento e de seleção 

do enxerto mais complexa e representa uma área de crescente pesquisa 5.  

No banco de ossos do Serviço de Traumatologia e Ortopedia do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), os métodos de armazenamento utilizados são a 

congelação profunda do osso sem esterilização e a liofilização com esterilização 

em autoclave 10. 

A congelação profunda é uma técnica simples. A maior vantagem do osso 

congelado é sua simplicidade de preparação e armazenamento. Tem como 

desvantagens a persistência de risco significativo de transmissão bacteriana e 

viral para o receptor e pequena alteração da  antigenicidade do enxerto 5,10.  

A liofilização tem sido utilizada nos últimos 50 anos, tornando-se um dos métodos 

de preservação de osso e tecido colágeno de resultados mais satisfatórios 2.  
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A liofilização para preservação de enxertos ósseos não afeta de forma adversa a 

capacidade osteoindutiva do transplante. Ela pode, entretanto, alterar 

significativamente a biomecânica destes enxertos se utilizados como implantes 

estruturais 10,13,18. 

A tarefa de quem utiliza procedimentos de enxerto ósseo é escolher o enxerto 

correto para o meio biológico e mecânico onde este será colocado 9. A opção 

entre o processo de armazenamento a ser utilizado deve levar em consideração 

aspectos práticos e econômicos com o máximo de segurança possível para os 

pacientes. O cirurgião é obrigado a estar familiarizado com as propriedades dos 

vários materiais de enxertia óssea disponíveis, sua performance, indicações, 

contra-indicações e risco de transmissão de doenças 5,10.  

A congelação profunda e a liofilização apresentam resultados adequados como 

métodos de armazenamento, mas ainda imperfeitos. 

A existência de estudos avaliando o comportamento, especificamente na cirurgia 

craniomaxilofacial, das diferentes formas disponíveis de ossos de banco, permitirá 

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 autólogo com homoenxertos processados e 

armazenados pelos métodos disponíveis em nosso meio, liofilização com 

autoclavagem e congelação profunda.  
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O procedimento que primeiro incluiu um enxerto ósseo foi descrito em 1668 por 

van Meekeren 19. Macewen 18, em 1880, foi o primeiro a descrever o uso do 

homoenxerto como forma de reconstituir o tecido ósseo. Neste procedimento ele 

utilizou com sucesso a tíbia de uma criança para reconstruir o úmero de um 

menino de quatro anos. A base científica do transplante ósseo foi estabelecida na 

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

propriedades osteogênicas do osso e periósteo 20.  

Desde 1912, quando Albee 21 iniciou o armazenamento de enxertos ósseos em 

locais refrigerados, estes têm sido fervidos, congelados ou agitados em solução 

anti-séptica para a sua conservação. O desenvolvimento destas técnicas 

progrediu até que o United States Navy Tissue Bank introduziu o homoenxerto de 

osso liofilizado em 1951 10.  

A publicação de Parrish, em 1966, é, sem dúvida, a contribuição clínica mais 

importante para o armazenamento ósseo, desde que demonstrou que os ossos 

armazenados em bancos e utilizados em cirurgias de substituição nos tumores 

ósseos foram subseqüentemente substituídos e incorporados pelo hospedeiro e 

que poderiam ser preservados por períodos longos 4,22. Friedlander ampliou o uso 

do enxerto ao comprovar a influência benéfica do frio para a preservação de suas 

características osteogênicas 20. 

O Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT) do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP), inaugurado 

há 43 anos, conta desde sua fundação com um banco de tecidos. Com o passar 

dos anos vem evoluindo junto com a evolução das técnicas de armazenamento e 
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enxertia óssea, e em conformidade com a legislação 23. 

Na Europa, o desenvolvimento de bancos de tecido foi lento após a II Guerra 

Mundial, exceto na extinta URSS. O maior e mais antigo banco de tecidos da 

Europa, o German Central Tissue Bank, já retirou mais de 50 000 enxertos 

ósseos desde 1956 24. 

Na última década, uma nova categoria de retalhos denominados retalhos pré-

fabricados foi desenvolvida. O enxerto ósseo implantado sobre um vaso 

específico é utilizado para pré-fabricar o retalho. Esta técnica é realizada por 

estágios, primeiro o enxerto é revascularizado e, em segundo tempo, o retalho é 

transferido 12,25.  

Os conceitos básicos da cicatrização e integração óssea foram formulados ainda 

no final do século XIX por Barth. Em teoria, mostrou que a remoção do osso 

necrótico ocorreria simultaneamente com o depósito do novo osso. Este processo 

chamado de “creeping substitution” foi demonstrado indiretamente em exames 

histopatológicos em espécimes mortos 26. 

A compreensão da fisiologia dos enxertos ósseos pelos conceitos introduzidos por 

Urist 27, colaborou muito para que sua utilização proporcionasse bons resultados. 

Com a descoberta que os eventos celulares responsáveis pelo desenvolvimento 

embriológico do tecido ósseo e pela cicatrização de fraturas eram reproduzíveis 

seqüencialmente quando enxertos desmineralizados eram colocados no espaço 

subcutâneo ou submuscular em ratos, passou-se a questionar a possibilidade de 

existir uma participação ativa do enxerto no processo cicatricial. Demonstrou-se aí 

que a neoformação óssea envolvia interações entre células mesenquimais do 
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hospedeiro e proteínas presentes no enxerto, chamadas posteriormente de 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), levando a diferenciação destas células 

em osteoblastos 27,28,29.  

As definições de enxerto ósseo e material de substituição óssea podem causar 

confusão. Pensa-se num enxerto ou transplante como a transferência de um 

tecido ou órgão contendo células que devem sobreviver sítio receptor, enquanto o 

implante é geralmente considerado um material não viável. Os homoenxertos são 

diferentes da maioria dos transplantes de órgãos sólidos, porque neles as células 

são removidas intencionalmente para minimizar a resposta imunológica. Desta 

maneira, um enxerto homólogo em que a remoção das células foi feita de maneira 

eficiente poderia ser definido como um implante. Hoje, alguns autores defendem 

que sejam definidos como material de enxertia óssea qualquer material 

implantado que, sozinho ou em combinação com outros materiais, promova 

reparação óssea. Estes materiais de enxertia óssea podem ser divididos 

grosseiramente em auto-enxertos, homoenxertos, xenoenxertos, materiais 

sintéticos ou uma combinação de todos eles 29.  

Os enxertos autólogos são aqueles retirados e implantados no mesmo indivíduo. 

Embora somente uma pequena fração das células transplantadas sobreviva, elas 

contribuem significativamente para melhorar o processo de integração óssea. Os 

homoenxertos são, por definição, retirados de um indivíduo e implantados em 

outro da mesma espécie, portanto espera-se que provoque uma reação 

imunológica do receptor contra suas células. Sendo assim, os homoenxertos são 

preparados e processados para remover as células e reduzir esta reação imune. 

A remoção eficaz dos restos celulares também diminui o risco de transmissão de 
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partículas virais intracelulares. Na ausência de células viáveis, os enxertos 

homólogos não promovem osteogênese como ocorre nos auto-enxertos, e suas 

propriedades osteoindutivas e osteocondutivas variam dependendo do método de 

processamento empregado. Os xenoenxertos, que são transplantes entre 

espécies diferentes, produzem uma reação intensa do hospedeiro. Quando são 

desproteinizados e desengordurados mostram uma resposta imune reduzida, mas 

este processo também destrói a capacidade osteoindutiva do implante da matriz 

óssea e, quando comparados ao homoenxerto, são considerados menos efetivos 

29.  

O termo incorporação de um enxerto é utilizado para descrever as interações 

biológicas entre o material enxertado e o sítio receptor que resultam em formação 

óssea, levando ao estabelecimento de propriedades mecânicas adequadas 29.  

A formação óssea é um processo complexo e altamente regulado. Normalmente 

ocorre em áreas de reabsorção óssea osteoclástica. As células controlam a 

distribuição dos elementos orgânicos e inorgânicos. Os osteoblastos, que derivam 

de uma linhagem celular mesenquimal osteoprogenitora, secretam e mantêm o 

componente orgânico da matriz óssea que é principalmente colágeno e osteóide 

3,30. Os eventos celulares envolvidos incluem a quimiotaxia dos precursores dos 

osteoblastos, diferenciação e mineralização. Está claro que estes eventos devem 

estar sob forte controle regulador e são os fatores locais, ou citocinas, produzidos 

na micro-estrutura celular óssea, que regulam o recrutamento, número e atividade 

de osteoblastos e osteoclastos 31,32. 

Talvez os reguladores da fisiologia óssea mais estudados sejam os fatores de 

crescimento, que são polipeptídios que se ligam a receptores de membrana 
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celular específicos para estimular ou inibir determinadas funções entre as células 

28. Entre eles estão as proteínas morfogenéticas ósseas, ou osteogênicas, (BMP) 

e os fatores de crescimento “insulina-like”, muitos dos quais já foram 

geneticamente clonados e produzidos. Uma substância é denominada BMP se é 

capaz de induzir formação óssea ectópica, regulando o processo de osteoindução 

e osteogênese. As BMPs estão envolvidas na diferenciação das células da 

linhagem osteoblástica 3,28,32,33. Os fatores de crescimento são encontrados na 

matriz óssea e têm efeito significativo na formação óssea 32. O fator de 

crescimento derivado das plaquetas é outro modulador poderoso da mitose das 

células ósseas. Estes fatores de crescimento ósseo poderão ter muita utilidade 

clínica, acelerando a consolidação de fraturas e preenchendo defeitos ósseos, 

com ou sem enxerto 9,28,32.  

A enxertia óssea é um processo que sofre influência de múltiplas variáveis, 

modificando o padrão e a intensidade desta incorporação ou integração9,29.  

A presença do enxerto desencadeia uma resposta que inclui a reação inflamatória 

ao trauma cirúrgico e a reação imune do hospedeiro ao enxerto. Este processo 

promove a migração, proliferação e diferenciação celular e a revascularização, 

resultando na formação de um estroma fibrovascular que representa a primeira 

fase do complexo processo de integração 6,19,29. Este processo de 

revascularização é necessário para carrear nutrientes e células ao enxerto e os 

fatores que alteram a resposta inflamatória podem alterar a incorporação do 

enxerto, como a indometacina que mostrou retardar o início da mineralização se 

administrada nos primeiros 6 dias de cicatrização 29. 

O último estágio neste processo é o período de remodelação óssea, com 
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características de formação e reabsorção contínua de osso 6,19. Um resultado 

inicial satisfatório é algumas vezes seguido por uma piora pela reabsorção do 

enxerto ou remodelação do leito receptor 12,34,35. 

Estudos 19,31  indicam que a integração é precedida de reabsorção, o que permite 

a invasão vascular e osteoblástica da periferia do enxerto, ocorrendo uma gradual 

substituição do enxerto por osso do receptor, no processo conhecido de “creeping 

substitution”. Demonstrou-se in vitro que osteoblastos humanos liberam fatores 

indutores da atividade osteoclástica quando expostos ao enxerto, possivelmente 

estimulados por constituintes da matriz deste. Este efeito diminui após seis dias, 

permanecendo detectável por 3 semanas, estando presente tanto nos enxertos 

autólogos quanto nos homólogos, sugerindo que não há reação imunológica 

envolvida neste processo 31.  

Os enxertos ósseos podem promover neoformação óssea por osteocondução, 

osteoindução ou osteogênese 3,33. Na osteocondução, o osso serve de suporte 

para o crescimento, oferecendo a estrutura para o depósito ósseo.  Um enxerto 

osteoindutivo induz a formação de tecido ósseo por um estímulo biológico, 

promovendo o recrutamento ativo das células mesenquimais do receptor, 

modulado pelas BMPs, que se diferenciarão em osteoblastos 3,5,6,29,33. A 

osteoindução é definida como a capacidade de um material causar a formação de 

tecido ósseo em tecidos que de outra maneira não formariam osso 36. 

Osteogênese é a síntese óssea por células sobreviventes do enxerto 3,19,29,33
.  

Acredita-se que estas funções, principalmente as primeiras, são importantes na 

seqüência de eventos histológicos envolvidos na incorporação do homoenxerto 19. 

De acordo com experimento que estudou em coelhos a consolidação de auto-
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enxertos ósseos in vivo, o osso esponjoso consolida primariamente por 

osteogênese seguido por uma fase tardia de reabsorção 26,29. Neste estudo, a 

revascularização iniciou 5 dias após a enxertia e com 20 dias o enxerto estava 

completamente vascularizado e a osteogênese, nesta fase, já era evidente. 

Quarenta dias após a enxertia a reabsorção teve início 26. 

No osso cortical a revascularização ocorreu de maneira mais lenta do que a 

observada no osso medular, em parte porque a densidade do osso cortical 

dificulta a penetração vascular 29. Primeiro o enxerto passou por uma fase de 

reabsorção, criando cavidades no osso denso 26,29. A vascularização dos enxertos 

completou-se com 30 dias. Esta fase foi seguida por osteogênese difusa nas 

áreas primeiramente revascularizadas, enquanto outras, tardiamente 

vascularizadas, ainda permaneciam na fase de reabsorção. Com 40 dias, a 

osteogênese, que nunca foi predominante, interrompeu-se e a reabsorção passou 

a dominar o processo. Aos 60 dias ou mais pós-enxertia, surgiu uma nova fase de 

osteogênese, mais intensa que a primeira. Nos ossos corticais, observou-se, mais 

claramente, evidências de “creeping substitution” 26.  

Outro experimento que comparou a revascularização do osso membranoso e 

osso endocondral não encontrou diferença significativa na velocidade de 

revascularização entre os dois tipos de enxerto, mas confirmou quantitativamente 

que a porção medular de ambos foi primeiramente vascularizada 12,37.  

Vários estudos defendem que o transplante ósseo depende primariamente da 

resposta fisiológica do receptor e não da preservação de células vivas ou da 

resposta fisiológica do enxerto. Desta maneira, uma zona receptora saudável é 

extremamente importante para o sucesso da enxertia óssea 29,34,38,39,40,41. Os 
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autores enfatizam que dois são os fatores essenciais que afetam o grau de 

integração ou reabsorção do enxerto: a vascularização do leito receptor e a 

existência dos precursores das células endoteliais e do tecido conjuntivo. As 

situações onde ocorre deficiência destas células precursoras em uma zona 

receptora incluem extensas cicatrizes no leito receptor, déficit vascular, defeitos 

ósseos maiores, hospedeiros imunodeprimidos, infecção ou radioterapia prévia. 

Pacientes que estejam utilizando agentes farmacológicos, como a nicotina, 

também podem apresentar o nível de células precursoras comprometido 29. 

Os enxertos variam da quase autonomia dos enxertos vascularizados até a 

profunda dependência do meio receptor de um homoenxerto congelado. Quanto 

menos ativo biologicamente e mais dependente do meio for o enxerto, melhores 

condições deverá ter o leito receptor, e vice-e-versa 9,29. Observa-se que tanto a 

reabsorção quanto a neoformação óssea não ocorrem antes da revascularização 

do enxerto 34. Não interessa se proveniente do enxerto ou do receptor, a 

neoformação óssea ocorrerá de modo muito discreto sem vascularização 

abundante. A vascularização e a neoformação óssea são imprescindíveis à 

integração óssea. A correlação entre neoformação de tecido ósseo, 

vascularização e o efeito da sua ausência é ilustrada pela ocorrência de fraturas 

em enxertos vários anos após sua implantação, onde a biópsia do foco da fratura 

revelou o déficit vascular 9.  

Especula-se que uma lenta revascularização do enxerto poderia diminuir sua 

reabsorção 34, porém estudo in vivo mostrou que esta pode iniciar em parte do 

enxerto mesmo antes deste estar revascularizado 26. A rápida revascularização do 

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

auto-enxertos, apesar destes também serem rapidamente revascularizado 42. 

A calota craniana do receptor, por sua rica vascularização, seria mais vulnerável à 

pressão e, conseqüentemente, à remodelação.  Dessa forma, as alterações no 

leito receptor podem ser as responsáveis pela perda de contorno do esqueleto 

após transplantes ósseos em muitos casos 12,34,35.  

O periósteo tem atividade osteogênica no jovem, diminuindo na fase adulta, e 

esta atividade parece também ser dependente da origem do osso implantado, 

endocondral ou mesenquimal 34,36. Já foi demonstrado que o periósteo apresenta 

população de células mesenquimais osteoprogenitoras, e culturas destas células 

foram utilizadas com sucesso no reparo de defeitos na calota craniana de 

coelhos. Neste estudo 43, o osso neoformado foi membranoso. A dissecção 

subperiosteal para colocação de placas de osteossíntese e implantes é muito 

empregada nos procedimentos ortopédicos, no entanto este tecido deve ser 

preservado e reaproximado para aumentar o processo de cicatrização 3. 

Especula-se que o periósteo não produz muita pressão sobre o enxerto e o 

mantém livre da ação muscular intermitente que poderia afetar negativamente a 

integração e absorção do enxerto 34. A colocação trans-periosteal, embora 

teoricamente mantenha a continuidade do periósteo, tem a desvantagem da 

necrose periosteal subseqüente à compressão, causando micro-movimentos do 

enxerto 1,3,38.    

Um dos principais fatores para que ocorra fusão do osso receptor e enxerto é a 

estabilidade do contato entre os dois 9,29. Se o enxerto não permanece fixo ou não 

se consegue uma estabilidade adequada, o tecido de granulação e a fibrose se 
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desenvolverão na interface entre enxerto e hospedeiro, prejudicando a sua 

integração 29. Não se observa falha na proliferação vascular ao redor do enxerto 

que está estável e, caso este esteja menos estável, quase nenhuma fusão será 

observada 9. A fixação parece contribuir para a manutenção do volume do enxerto 

por limitar a velocidade de revascularização do enxerto. Esta fixação ao contrário 

de facilitar a revascularização óssea, pode reduzi-la por eliminar o espaço entre o 

enxerto e o leito receptor, diminuindo a neovascularização interóssea 37. Uma vez 

aderido ao leito receptor, o tipo de fixação não seria de maior importância 34.  

Baseado na origem embriológica, o tecido ósseo é classificado como endocondral 

ou membranoso (mesenquimal). O osso endocondral se forma a partir da 

cartilagem hialina. Os ossos do esqueleto axial são deste tipo. O osso 

membranoso se desenvolve das membranas mesenquimais sem intervenção de 

cartilagem. A calota craniana, o esqueleto facial e grande parte da mandíbula são 

de origem mesenquimal. Em contraste com os enxertos endocondrais, a 

reabsorção é muito menos freqüente nestes últimos 1,3,35,37. Em experimento em 

coelhos, os enxertos de origem membranosa obtiveram maior manutenção de seu 

volume e peso em todos os grupos estudados quando comparados ao osso 

endocondral 1. A diferença de arquitetura entre os dois tipos de enxerto explicaria 

este comportamento diferenciado. Alguns autores afirmam que a proporção entre 

cortical e medular é a responsável pelo comportamento dos enxertos, não 

interessando o sítio de origem 12,37. Estudo demonstra que a vascularização 

precoce está associada a um aumento da atividade osteoclástica, ambos 

ocorrendo predominantemente no osso medular 37. No osso membranoso, como a 

cortical ocupa uma fração maior do osso e é menos sujeita à reabsorção, o seu 
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volume original se manteria 1,12,44. É consenso que os enxertos ósseos cranianos 

devem ser a primeira escolha nas reconstruções faciais 1,12,17,35,37,44. 

Em geral, os eventos que envolvem a incorporação dos homoenxertos são 

qualitativamente semelhantes aos que ocorrem na incorporação dos auto-

enxertos, mas ocorrem mais lentamente e são acompanhados de uma quantidade 

variável de reação inflamatória que pode ser atribuída a uma resposta 

imunológica do hospedeiro 29. 

O tecido ósseo é uma complexa combinação de colágeno orgânico e sais 

inorgânicos, sendo que a matéria orgânica é responsável por aproximadamente 

35% do tecido e os minerais pelos 65% restantes. O principal componente da 

matriz óssea é a hidroxiapatita e o componente orgânico mais abundante é o 

colágeno tipo I 3,30,34.   

O tecido ósseo é imunogênico e os elementos celulares são os maiores 

responsáveis pelos problemas de histocompatibilidade. Os antígenos do tecido 

ósseo não diferem dos de outros tecidos, e neste caso estão associados às 

células nucleadas da medula óssea 29,45. Os antígenos mais comumente 

associados com transplantes de órgãos são os antígenos HLA classe I e II 

relacionados às células do enxerto. Eles estimulam anticorpos celulares que 

destroem as células proliferativas e a matriz, enquanto o componente inorgânico 

não produz resposta imunológica 5,29,30,45. Apesar disto, em alguns experimentos, 

a remoção das células da medula óssea não eliminou a resposta imunológica 

mediada pelos linfócitos T. A melhor preparação de implante homólogo procura 

eliminar a antigenicidade do tecido ósseo. Quanto mais celular o osso, maior sua 

antigenicidade e por esta razão o osso esponjoso é raramente empregado como 
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enxerto congelado sem eliminação do conteúdo celular. Na cirurgia 

craniomaxilofacial, o osso cortical é preferido pela sua alta proporção de 

colágeno, que tem baixa atividade antigênica. Vários estudos experimentais 

mostram uma integração satisfatória dos homoenxertos quando as diferenças de 

histocompatibilidade são minimizadas por provas cruzadas entre doador e 

receptor ou pelos métodos de armazenamento aplicados ao enxerto 5,29,30,38,45. Os 

achados de que a revascularização precoce dos enxertos homólogos pode levar a 

um processo de rejeição como ocorre nos transplantes renais e cardíacos, 

apontam ainda mais para a necessidade de um cruzamento entre enxerto e 

receptor como estratégia para melhorar os resultados. Além disto, a rápida 

rejeição dos homoenxertos em receptores pré-sensibilizados salienta a 

importância de uma história clínica cuidadosa, procurando por passado de outros 

transplantes 29,42. 

Alguns autores 7 defendem que a antigenicidade de um homoenxerto é o maior 

determinante da sua revascularização. Quando são comparados aos enxertos 

autólogos, um déficit vascular tem sido relatado. O endotélio vascular e os 

osteoblastos são os alvos primários da resposta imune que ocorre nestes 

enxertos 42. 

Em um estudo clássico publicado em 1963, Burwell 46 estudou a capacidade de 

tecidos ósseos homólogos estimularem imunidade entre doador e receptor. Para 

isto comparou o tempo de rejeição de um homoenxerto de pele em ratos que 

haviam recebido homoenxertos ósseos do mesmo doador. O tempo foi de 8,1 

dias no controle. Os resultados mostraram uma rejeição mais precoce nos que 

haviam recebido enxertos frescos. O tempo se aproximava do normal quando a 
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medula óssea era removida, confirmando a maior antigenicidade celular. Os 

ossos processados por fervura ou congelamento apresentaram tempos de 

rejeição normais. A liofilização aumentou o tempo de rejeição dos enxertos de 

pele. 

A possibilidade do desenvolvimento de anticorpos Rhesus após enxertos 

homólogos deve ser considerada. Existem relatos de casos de imunização Rh em 

mulheres submetidas a homoenxertia óssea 2,24. 

O uso dos enxertos autólogos, além de promover neoformação óssea por 

osteogênese, osteoindução e osteocondução, elimina o risco de reações 

imunológicas, mas, quando a morbidade é considerada, oferece menos 

vantagens sobre os enxertos homólogos 29. 

O osso homólogo fresco tem encontrado pouca utilização clínica, devido ao tempo 

necessário para a avaliação do doador e à sua maior antigenicidade 5. 

A congelação profunda é uma técnica simples. O osso é retirado estéril e 

processado por congelamento em temperaturas que oscilam de -20ºC até -170ºC 

5,24. Temperaturas menores que –70ºC são geralmente recomendadas para o 

armazenamento até 5 anos, porém são baseadas em conhecimentos empíricos 

de sucesso 31,47. A maior vantagem do osso congelado é sua simplicidade de 

preparação e armazenamento. Requer poucos recursos físicos (somente um 

freezer de congelação profunda). Diminui, mas não elimina a antigenicidade e o 

risco de transmissão de doenças do enxerto. O congelamento não inativa muitos 

vírus e bactérias, principalmente esporos 5,10,48. 

O homoenxerto congelado tem as mesmas qualidades de manuseio que o osso 
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fresco 2,5, porém uma vez descongelados e não utilizados devem ser descartados, 

pois os repetidos congelamentos enfraquecem a estrutura óssea e aumentam o 

risco de contaminação 47. 

Autores relatam que os enxertos homólogos congelados são lentamente 

incorporados ao sítio receptor 45. 

O efeito modulador das células osteoblásticas humanas é mantido após 6 meses 

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

armazenados a -20ºC perdem este efeito neste período, embora ele esteja 

presente com 2 semanas de congelamento 26,48. Alguns autores defendem a 

técnica de congelamento lento a –20ºC por 8 horas e o armazenamento a -80ºC, 

pois evitaria a formação de cristais na membrana ou intracelulares 24. 

O osso fresco ou congelado produz resposta imunológica. Estudos em animais 

têm demonstrado que a integração destes enxertos é influenciada por reações 

imunes mediadas pelos linfócitos T 5,29,45. Em um estudo 5 realizado em cães a 

imunossupressão demonstrou um aumento da resistência e da qualidade da 

integração dos homoenxertos, melhorando o resultado final. Outro experimento 45 

não conseguiu reproduzir estes resultados. Alguns autores 9 afirmam que, se o 

enxerto está estável, uma demora ou falha na penetração das células precursoras 

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

Os homoenxertos congelados não contêm células vivas, e sua incorporação 

depende da sua capacidade osteocondutiva e osteoindutiva. Muitos trabalhos 

mostram que o congelamento pode realmente diminuir a antigenicidade do 

homoenxerto 5,45,48. Experimento com ratos demonstrou que o auto-enxerto 
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cortical fresco está plenamente revascularizado em 4 semanas. Quando é 

submetido à congelação profunda ele não é completamente revascularizado até 4 

meses após a cirurgia. Um período semelhante encontrou-se nos homoenxertos 

que apresentavam incompatibilidade aos fatores menores de 

histocompatibilidade, entretanto, os enxertos com incompatibilidade aos fatores 

maiores de histocompatibilidade não foram completamente revascularizados 

mesmo após os quatro meses de observação 9. 

Para alguns cirurgiões a antigenicidade da medula óssea não parece ser 

problema nos homoenxertos congelados não-vascularizados. Outros removem-na 

rotineiramente na mesa de cirurgia. Esta remoção é incompleta e não parece ser 

significativa na diminuição dos fatores de rejeição 5. 

A extração efetiva da gordura melhora a integração do homoenxerto congelado. 

Este efeito parece ser conseqüência de uma diminuição da resposta imunológica 

provocada, uma vez que o desengorduramento não alterou a incorporação dos 

enxertos autólogos. A remoção da gordura não alterou as propriedades 

biomecânicas do osso 49. 

Alguns autores consideram a congelação profunda compatível com a 

criopreservação de cartilagem, ao contrário da liofilização. Para isto é necessária 

a imersão da cartilagem em glicerol ou dimetil-sulfóxido antes do congelamento. 

Estes agentes preservariam até 40% dos condrócitos em um estado funcional 

19,22. Outros autores afirmam que este processo não previne a degeneração tardia 

da cartilagem nos homoenxertos 24. 

A publicação da experiência inicial da Escola Paulista de Medicina com enxerto 
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homólogo congelado, em 1992, apresentou um índice de 87% de resultados 

excelentes ou bons. Estes resultados iniciais no nosso meio são encorajadores, 

embora os autores alertem para a necessidade de tempo para a confirmação 

destes resultados 22.  

A liofilização (desidratação a frio) tem sido utilizada nos últimos 50 anos, 

tornando-se um dos métodos de preservação de osso e tecido colágeno de 

resultados mais satisfatórios 2.  

A liofilização requer um processo complexo e só está disponível nos centros com 

maior avanço tecnológico 4,8,50. A técnica consiste no resfriamento a –70ºC do 

osso previamente desengordurado. Após o material é colocado em um liofilizador. 

Este aparelho forma um vácuo enquanto a temperatura é mantida a –40ºC, 

retirando até 95% da água 6,12. A realização desse procedimento necessita de um 

liofilizador a frio, uma centrífuga para grandes volumes, um agitador, espaço físico 

apropriado e os reagentes químicos, o que aumenta os investimentos iniciais 2. 

Suas vantagens  são a diminuição marcada da antigenicidade do homoenxerto, o 

menor risco  de transmissão de doenças, a praticidade do armazenamento e 

manuseio trans-operatório do enxerto e a mínima alteração bioquímica. Após a 

liofilização o tecido pode ser armazenado a temperatura ambiente por longos 

períodos e transportado facilmente 2,10,13,47,51. 

O uso corrente dos homoenxertos liofilizados e desmineralizados nas cirurgias 

ortopédicas e maxilofaciais baseia-se na sua capacidade osteoindutiva. Sua 

habilidade em induzir neoformação óssea quando implantado em sítio 

heterotópico está relacionada à presença e difusão das BMPs  presente na matriz 

óssea 36,52. 
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Os ossos liofilizados mineralizados em modelos animais não se mostraram 

osteoindutivos quando implantados heterotopicamente em ratos. Quando 

implantados ortotopicamente atuaram apenas como matriz osteocondutiva 52. 

Apesar destas observações alguns trabalhos descrevem os homoenxertos 

mineralizados como osteoindutivos. Esta suposição é reforçada pelo fato de ter-se 

isolado fatores de crescimento, incluindo as BMPs que são sabidamente 

osteoindutivas, destes enxertos, tanto de ossos de origem endocondral como 

mesenquimal 53. Acredita-se que estes fatores são liberados durante o processo 

de reabsorção osteoclástica do implante 36. 

Experimento realizado em coelhos concluiu que microperfurações artificialmente 

produzidas no enxerto cortical liofilizado desmineralizado melhoram a integração 

destes. Estas microperfurações atuariam como centros de osteoindução, 

produzindo uma substituição óssea centrífuga e mais rápida 54,55,56. Estes 

resultados não foram reprodutíveis nos enxertos mineralizados 54.  

A liofilização mostra efeitos similares aos do desengorduramento na incorporação 

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

sensíveis, mesmo que em um nível bem menor 5,49,57. Mesmo assim, a 

incorporação do osso liofilizado parece ser superior a do congelado 2,49.  

A liofilização pode alterar significativamente a biomecânica dos enxertos se 

utilizados como implantes estruturais. Estudos realizados sugerem que a força de 

torção e a elasticidade diminuem com o processo. Outros autores relatam que a 

liofilização aumenta a rigidez e a resistência à compressão do enxerto 18,51. 

Embora tenha se especulado que a reidratação poderia restaurar as propriedades 

ósseas alteradas, um experimento que procurou controlar as outras variáveis, 
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mostrou um efeito deletério da reidratação sobre a força do enxerto. Segundo 

estes autores, o efeito da reidratação após a liofilização parece ter significância 

biomecânica e necessita mais investigações 13. Em estudos desenvolvidos com a 

colaboração do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, não encontrou-se diferenças 

significativas entre os enxertos liofilizados reidratados e congelados em relação à 

compressão e ao fator de deformação. O tempo de reidratação do enxerto 

liofilizado mostrou não desempenhar um papel significativo, sugerindo a não 

necessidade de reidratação antes do ato cirúrgico 10,51. Outros autores relatam 

que o processamento pode, inclusive, aumentar a resistência mecânica do osso 

processado 20. 

Os homoenxertos ósseos liofilizados têm uma trajetória de 20 anos de segurança 

e eficácia no uso odontológico. Relatos de casos e ensaios clínicos têm mostrado 

o potencial do homoenxerto liofilizado em reconstruir defeitos causados pela 

periodontite, promovendo a regeneração óssea. Resultados de longo prazo 

mostram que a técnica de crescimento ósseo guiado é mais eficaz quando 

associada a estes enxertos, principalmente nos defeitos ósseos maiores 57. 

Autores relatam um índice de sucesso de até 92% com o uso de enxerto 

liofilizado, porém existe a publicação de uma série com resultados insatisfatórios, 

com 75% de insucesso e complicações 8,58. 

Os enxertos liofilizados oferecem a vantagem do armazenamento mais simples e 

barato, facilitando seu uso e maximizando seu potencial de benefício para o 

paciente. Eles são uma fonte efetiva de material osteocondutivo e osteoindutivo, 

mas o seu papel como implante estrutural deve ser mais bem investigado 13. 
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Em qualquer transplante de tecido de um indivíduo para outro existe o risco de 

transmissão coincidente de doenças infecciosas 5,48,59. A transferência de células 

neoplásicas é um risco teórico nos transplantes ósseos, embora nenhum caso 

tenha sido relatado 2,60.  

Numa análise histológica de 1146 cabeças de fêmur consideradas adequadas 

para a doação, encontrou-se 8% de incidência de doenças ósseas. Três 

pacientes tinham tumores ósseos malignos não diagnosticados. Como não se 

conhece com certeza o efeito dos métodos de processamento sobre estas 

células, estes autores recomendam a realização de rotina de exames histológicos 

ou radiológicos dos ossos aceitos para homoenxertia 61. 

A maioria dos cirurgiões concorda que uma história de infecção local é uma 

contra-indicação relativa e uma infecção ativa é uma contra-indicação absoluta ao 

uso de enxertos 18.  

Os índices de contaminação de homoenxertos ósseos variam de 5 a 40%, 

dependendo da técnica de obtenção, preservação e do controle bacteriológico. 

Sob condições ideais, uma taxa global de infecção de 1 a 15% tem sido relatada 

nas publicações da experiência na utilização de enxertos congelados 

1,7,18,19,24,38,47,59. A infecção é responsável por mais de 40% das falhas na 

homoenxertia 39. Estima-se que este índice deve ser aproximadamente o dobro do 

que ocorre nos transplantes autólogos 2.  Bactérias patogênicas são encontradas 

no sangue ou osso removidos de doadores cadáveres 12 a 24 horas após a 

morte. A correlação entre hemocultura positiva e cultura óssea positiva é fraca, 

entretanto a presença de bactéria patogênica em um único fragmento ósseo 

removido implica na inutilização de todos os ossos do doador quando não se 
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emprega um processo de esterilização secundária 24,47,48. A retirada de tecidos de 

pacientes em morte cerebral diminui o risco desta contaminação pós-morte 

porque ficam diminuídas as possibilidades de desenvolvimento de 

microorganismos. Isto chama a atenção para a necessidade da equipe do banco 

de ossos atuar em sincronia com outras equipes de transplante 47. 

O risco de transmissão viral depende principalmente da prevalência da infecção e 

das medidas tomadas para excluir o material destes doadores 1,24,62. O vírus da 

hepatite B (HBV) pode sobreviver ao congelamento e o índice de infecção após 

transplante de osso de banco pode ser tão alto quanto 45%. O vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) tem sido transmitido a pacientes receptores de 

rins, coração e fígado. Também é relatada a transmissão de HIV em enxertos de 

pele e osso 1,24,63. Nos casos dos homoenxertos ósseos, todos eram congelados. 

Demonstrou-se em experimento animal que duas semanas após receberem 

enxertos congelados contaminados com HIV os receptores estavam infectados 62. 

Baseado no contexto norte-americano, calcula-se que o risco de transmissão em 

homoenxertos de doadores mortos, quando nenhum exame é feito, pode chegar a 

6%. Quando existe uma investigação médica e social e os testes anti-HIV são 

realizados, o risco é de 0,09% no máximo 2. No nosso meio, a taxa de rejeição de 

doadores de ossos por sorologia positiva foi de 10%, sendo a hepatite B a causa 

mais freqüente 63.  

A seleção dos doadores é importante para a segurança do banco de tecidos e 

para o sucesso do transplante 1,48,60,63. A Associação Americana de Banco de 

Tecidos (AATB) exclui sistematicamente doadores com infecção sistêmica ativa, 

infecção envolvendo o tecido desejado, hepatite ativa ou passada, história de 
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icterícia de causa desconhecida, doenças malignas que não o carcinoma 

basocelular, o carcinoma in situ do útero ou os tumores intracranianos, doenças 

ósseas metabólicas, doença difusa do tecido conjuntivo, doenças de causas 

desconhecidas, incluindo as neurológicas e reumatológicas, abuso de drogas 

parenterais, ingestão de substâncias tóxicas, e morte de causa desconhecida 

1,7,24. O banco de tecidos do IOT-HCFMUSP exclui também os portadores de 

patologias ortopédicas tais como osteoporose, osteonecrose e artrite reumatóide 

23. Seguindo as normas da AATB, tecidos de doadores vivos devem permanecer 

em quarentena por 90 dias e então re-testados para infecção por HIV 1,60. Em 

países com uma baixa prevalência de doenças transfusionais, este tempo pode 

ser reduzido para 2 meses. Com esta abordagem, calcula-se uma redução do 

risco de transmissão do HIV em 7 vezes e estima-se que infecções por HBV e  

pelo vírus da hepatite C (HCV) irão ocorrer nos receptores de enxertos ósseos a 

cada 100 e 200 anos, respectivamente 60.  O re-teste pode ser substituído pela 

pesquisa do ácido ribonucléico (RNA) viral por reação em cadeia da polimerase 

(PCR) ou do antígeno p24. Estes testes reduzem a janela viral pela metade 60,64. 

Tecidos de doadores cadáveres não disponíveis para re-teste são 

necessariamente submetidos à pesquisa viral por PCR para HIV, HBV e HCV 63.  

Por outro lado, alguns autores estimam que cerca de 3/10000 pacientes 

submetidos à revisão de prótese de quadril morrem de alguma infecção 

relacionada ao enxerto,  um risco 1000 vezes maior do que o de adquirir o HIV 

(3/10.000.000), mesmo quando não há 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 contaminação bacteriana 24. 



 27

Em pacientes provenientes de zonas endêmicas de Doença de Chagas, como 

várias regiões do Brasil, a pesquisa do Tripanossoma cruzi  deve ser feita 23,63. 

Baseados em estudos que demonstraram uma diminuição da capacidade 

osteoindutiva dos transplantes ósseos dependente da idade do doador, vários 

bancos de tecidos descartam doadores acima de 55 anos 23,36. 

Quando o cirurgião está seguro que o banco de osso que utiliza executa os 

procedimentos adequados na seleção de doadores, o próximo passo é pensar na 

melhor maneira de conseguir um enxerto ósseo estéril 5,48. O primeiro método é 

retirar e processar o tecido de modo estéril. A segunda maneira envolve a 

esterilização do enxerto no processo final, ou logo antes de utilizá-lo. Cada 

método tem suas vantagens e desvantagens 5,48. 

Os tecidos do doador são normalmente removidos sob condições de assepsia 2. 

Retirar o osso de maneira estéril requer um ambiente estéril no mesmo nível do 

encontrado em uma sala cirúrgica. As bactérias da pele do doador são os agentes 

mais comuns de contaminação 2,5. O Stafilococos epidermidis é o mais comum, 

responsável por 51% dos casos 24. Em uma casuística brasileira, do estado de 

São Paulo, o índice de rejeição por cultura positiva foi de 5,8 %, sendo o 

Enterobacter aerogenes o de maior incidência 63. No doador cadáver, o enxerto 

deve ser retirado nas primeiras 24 horas da sua morte. O tecido retirado deve ser 

monitorizado por cultura durante o período de processamento. Este é o método 

utilizado pela maioria dos bancos 2,24. Centros de excelência registram, por testes 

de seleção alterados ou erros técnicos, um índice de 24% de descarte de ossos 

processados por congelação profunda 24. 
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Em contraste com os demais órgãos, os tecidos colágenos e ósseos homólogos 

são preferencialmente não-viáveis no momento do transplante, e os métodos de 

armazenamento e esterilização destes enxertos não dependem da preservação 

das células. Mesmo considerando as medidas de seleção dos doadores, o risco 

de agentes infecciosos estarem presentes no tecido obtido não pode ser 

negligenciado e um método factível e seguro para uma esterilização secundária 

sem danos ao tecido certamente deve ser procurado 2. 

As propriedades osteoindutivas dos enxertos podem ser afetadas pelos vários 

métodos de esterilização. Fatores como custo e segurança relacionados aos 

implantes ósseos processados levam a procura de novas alternativas 

biologicamente benignas para a esterilização. O procedimento ideal para 

esterilizar os homoenxertos deveria ser efetivo contra uma grande variedade de 

microorganismos infecciosos e também preservar as propriedades mecânicas e 

biológicas do tecido 64. 

A esterilização secundária do osso pode ser feita pela utilização de produtos 

químicos ou pela radiação gama 2,5,60,64,65,66. Os vírus são geralmente mais 

radiorresistentes que as bactérias, porém não existe um consenso sobre a 

sensibilidade do HIV à radiação ionizante 2. A radiação gama destrói o HIV em 

culturas líquidas experimentais. Em estudos subseqüentes, quando o HIV foi 

irradiado em uma simulação de osso congelado, a quantidade de radiação 

necessária para a esterilização foi maior do que a previamente recomendada 

5,60,67.  

Sabe-se que altas doses de radiação gama modificam a biomecânica óssea e 

podem diminuir o potencial osteoindutivo do enxerto 2,5,41,57,61,65,67,68. As 
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propriedades mecânicas do osso irradiado são afetadas pelas alterações na 

molécula do colágeno e pela inativação das BMPs 2,7,66. Alguns estudos indicam 

que o efeito destrutivo da radiação é mais pronunciado no osso liofilizado 

enquanto pequenas alterações ocorrem no osso congelado em doses moderadas 

2,67. Os experimentos que estudaram os efeitos da radiação em baixas doses, não 

mostraram diferenças entre os grupos, irradiados ou não, numa avaliação após os 

6 meses 7. A irradiação do osso cortical em congelação profunda parece dar 

proteção parcial contra a fragilização comparada com a irradiação em 

temperatura ambiente 7,67, tendo sido demonstrado em ratos que baixas 

temperaturas durante a irradiação podem proteger as propriedades osteoindutivas 

do enxerto, provavelmente por reduzir o dano à matriz 67. A irradiação de um osso 

osteoindutivo resulta numa pequena matriz residual que induz uma igualmente 

pequena quantidade de neoformação óssea 69. 

Recentes estudos 66,67 demonstram que uma dose de pelo menos 25 kGy a uma 

temperatura de –70ºC é necessária para a completa inativação do HIV. Um 

destes experimentos 66 encontrou que esta dose é equivalente a doses mais 

baixas a 15ºC. Mesmo que a dose de irradiação para inativação do HIV a 

temperatura ambiente ainda não esteja determinada, sua eficácia em eliminar o 

vírus provavelmente é proporcional ao seu efeito destrutivo no colágeno. 

A irradiação pós-operatória de reconstruções mandibulares com enxertos ósseos 

em cães não mostrou falhas na integração dos transplantes, sugerindo que esta é 

uma boa opção em pacientes que necessitem ressecções radicais e radioterapia 

no seu tratamento, evitando as dificuldades causadas pela radioterapia pré-

operatória 41. A irradiação imediatamente após a cirurgia demonstrou inibir a 
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revascularização do enxerto 9. 

Experimentos animais indicam que, apesar da irradiação de enxertos ósseos ser 

destrutiva para a capacidade osteoindutiva em altas doses, ela pode melhorar a 

integração do homoenxerto em baixas doses, aparentemente devido à redução da 

antigenicidade do transplante 2,7. O congelamento e a irradiação não se 

mostraram efetivos em melhorar a vascularização dos enxertos, embora se saiba 

que o padrão de revascularização do enxerto está relacionado a sua 

antigenicidade 7. Alguns autores salientam a importância do desengorduramento 

nos enxertos submetidos à radiação gama ou ultravioleta com  a finalidade de 

evitar a liberação de componentes tóxicos para as células precursoras dos 

osteoblastos 70. 

Vários produtos químicos têm sido empregados para esterilizar osso, mas o mais 

utilizado é o óxido de etileno. Estudo experimental demonstrou a toxicidade do 

óxido de etileno em tecidos humanos e existem relatos na literatura da presença 

de seus resíduos em enxertos que não integraram 5,71,72. A seqüência do 

processo se mostrou importante para diminuir a concentração de resíduo, 

indicando que quando a liofilização é realizada antes da esterilização com gás, o 

resíduo é menor 69,71,72,73. Estes mesmos estudos encontraram que mesmo 

pequenas concentrações de óxido de etileno afetam o crescimento de fibroblastos 

70,71. O gás de óxido de etileno é muito lipo e hidrossolúvel e a diferença na 

concentração residual do gás é proporcional ao desengorduramento e 

desidratação do osso 69,71,72,73. Outro fator que interferiu com a osteoindução do 

enxerto em estudo experimental foi a temperatura em que os implantes são 

expostos ao gás, que quanto mais baixa, menor será o efeito negativo 66. Alguns 
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estudos concluem que se o processo é realizado de maneira adequada, este risco 

é desprezível 5,69,73.  Este achado não se confirmou em outros trabalhos, onde os 

autores mostram que mesmo com concentrações residuais bem inferiores as 

recomendadas, o efeito deletério na integração do enxerto permanece. Uma 

possível explicação para esta redução na incorporação do enxerto nestes 

experimentos pode ser a alquilação de aminoácidos induzida pelo óxido de etileno 

72. 

O óxido de etileno mostrou-se um importante agente esterilizador que pode 

inativar o HIV e os esporos mais resistentes e tem sido largamente utilizado para 

esterilização de ossos liofilizados, porém taxas inaceitáveis de falhas clínicas e 

complicações têm sido publicadas 2,5. 

A esterilização com peróxido de hidrogênio (H2O2) é uma técnica relativamente 

nova de esterilização de materiais sintéticos. Atua pela exposição dos agentes 

infecciosos a radicais livres derivados do oxigênio, que são gerados pela 

estimulação elétrica do H2O2.  Suas vantagens são os baixos custos operacionais, 

ausência de resíduos tóxicos e um ciclo de esterilização rápido 64. Este método 

está sendo amplamente utilizado no HCPA para esterilização de materiais 

cirúrgicos. O emprego do H2O2 na esterilização de tecidos ósseos vem sendo 

recentemente pesquisado e o custo envolvido na produção de homoenxertos e 

seus derivados podem ser substancialmente reduzidos com a sua utilização 64. 

Autores relatam que ela parece não ter efeito sobre a biomecânica do enxerto e 

tem se mostrado efetiva contra vários tipos de vírus, inclusive o HIV em estudos in 

vitro. Entretanto, estudo recente indica que a esterilização com H2O2 tem efeitos 

negativos sobre a capacidade de osteoindução da matriz óssea 64. 
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Quando os processos de esterilização com radiação, óxido de etileno e H2O2 

foram comparados, demonstrou-se que a desnaturação protéica causada pela 

radiação e H2O2 tem menor efeito sobre o crescimento ósseo que o produzido 

pelo óxido de etileno 72. 

O calor coagula as proteínas e, em temperaturas superiores a 60ºC, as BMPs são 

destruídas, o que resulta em redução da resposta osteogênica 2,44. A quase 

totalidade dos vírus pode ser inativada pelo aquecimento à 60ºC por 10 horas, em 

particular agentes como o HIV e o HCV, que são completamente inativados, e o 

HBV, que é inativado a um nível de 1/1000 68. Em meio líquido o HIV é inativado 

em poucos minutos, mas no osso liofilizado a inativação pode levar horas 2,5. O 

calor também foi relacionado à redução da força do enxerto, mas este achado não 

é significativo para algumas cirurgias craniomaxilofaciais 44,68. Em outro estudo, a 

estrutura do colágeno permaneceu inalterada após autoclavagem a 100ºC por 30 

minutos em ossos mineralizados 2. No Japão, espera-se que a autoclavagem 

venha a se tornar o método padrão para esterilização secundária, conforme 

recomendação da Associação Ortopédica Japonesa. No momento, já existem 

disponíveis autoclaves que esterilizam a 80ºC por 10 minutos. Embora caros, os 

Bancos de Ossos Japoneses acreditam que a segurança dos enxertos ósseos 

aumentará significativamente quando utilizados largamente 68. 

No banco de ossos do Serviço de Traumatologia e Ortopedia do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), os métodos de armazenamento utilizados são a 

congelação profunda do osso sem esterilização e a liofilização com esterilização 

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 são feitos testes imuno-hematológicos para os grupos ABO e Rh.  

A congelação profunda e a liofilização são métodos satisfatórios de 

armazenamento, mas o objetivo dos pesquisadores deve ser desenvolver 

estratégias terapêuticas que promovam uma reconstrução mecanicamente 

competente e com segurança para os pacientes 74. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste estudo é comparar a capacidade de integração dos enxertos de 

osso de origem membranosa autólogos, homólogos congelados e homólogos 

liofilizados num modelo de cranioplastia em ratos. 

 

 

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

Verificar se o homoenxerto ósseo liofilizado tem capacidade de integração 

superior ao enxerto congelado, aproximando-se dos resultados obtidos com o 

auto-enxerto. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS. 
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Este estudo foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) 

e no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram deste projeto os 

Serviços de Cirurgia Plástica, 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 raça Wistar com peso entre 350 e 400g. 

4.1.1 Grupo doador: sete animais foram os doadores primários de enxertos 

ósseos para o estudo. Foram submetidos a uma craniectomia para 

remoção de fragmento de calota craniana medindo 0,8 x 1,0 cm. Estes 

animais foram submetidos à eutanásia após 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 homólogo congelado 

sobre o defeito criado cirurgicamente. 

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

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 após sua retirada. 
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Todos os fragmentos ósseos retirados dos grupo 1 e 2 eram processados e 

utilizados para enxertia nos animais operados subseqüentemente. 

4.2 Preparo dos enxertos ósseos 

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

encaminhados para o banco de ossos do Serviço de Ortopedia do HCPA. 

Cada fragmento ósseo foi limpo de todo tecido adjacente. 

Os enxertos ósseos foram processados e armazenados de forma randomizada 

por congelação profunda ou liofilização. 

4.2.1 Enxerto homólogo congelado 

Metade dos fragmentos ósseos preparados foi armazenada pelo método de 

congelação profunda (-80ºC) sem esterilização de acordo com o protocolo 

do banco de ossos do Serviço de Ortopedia e Traumatologia do HCPA. 

Cada fragmento acondicionado em duplo frasco estéril, e mantido em 

freezer especial a -80ºC. 

Duas horas antes da utilização, os enxertos eram colocados em solução de 

cefalotina e soro fisiológico com 50mg/ml.  

4.2.2 Enxerto homólogo liofilizado 

A segunda metade dos fragmentos ósseos foi armazenada pelo processo 

de liofilização seguindo, igualmente, o protocolo do banco de ossos do 

Serviço de Ortopedia e Traumatologia do HCPA. O processo de 

preparação foi o seguinte: 

- imersão por 1 hora em solução de hipoclorito de sódio a 0,5 %; 
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- lavagem em  água filtrada a 4 ºC; 

- centrifugação a 2500 rotações por minuto (rpm) durante 10 minutos; 

- desengorduramento em temperatura ambiente em uma solução de 

clorofórmio e metanol na diluição de 1:1. Durante este processo, a 

mistura de clorofórmio e metanol será continuamente agitada e trocada 

nas primeiras horas, e depois a cada hora de acordo com a sua 

coloração, permanecendo nesta mistura por 48 horas; 

- centrifugação a 2500 rpm durante 10 minutos; 

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

evaporação do metanol e do clorofórmio; 

- lavagem e agitação em água filtrada a 4ºC por 24 horas; 

- centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos; 

- liofilização a frio (-40ºC) durante 7 dias; 

-  empacotamento em embalagens gás permeáveis; 

-  esterilização em autoclave por 10 minutos a 121ºC. 

4.3  Preparo dos animais 

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

sobre experimentos com animais. 

 Todos os procedimentos cirúrgicos, inclusive a retirada dos enxertos ósseos, 

realizaram-se sob cuidados estritos de assepsia.  

A técnica anestésica consistiu de injeção intraperitonial de fentobarbital sódico na 

dose de 30 mg/Kg de peso, complementada com infiltração local de solução de 
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lidocaína 2% com adição de adrenalina numa concentração de 1:200000, 

observando-se a dosagem máxima de 0,7 mg/kg. Antibioticoterapia profilática foi 

feita na indução anestésica com 15.000 UI de Sulbactan-trimetropin 

intramuscular. 

Aplicou-se solução de clorohexidine a 2% em toda a cabeça do animal para a 

anti-sepsia, isolando a região operatória com campos estéreis. A área da incisão 

cirúrgica foi tricotomizada. 

Os enxertos de calota craniana foram removidos por meio de incisão em “U” na 

pele do rato com pedículo occipital, incisando o periósteo (figura 1). Uma 

craniectomia de 0,8 x 1,0 cm foi feita em todos os animais com broca de corte, 

sob irrigação contínua para evitar dano ao osso (figura 2). 

Figura 1: elevação do retalho de pedículo occiptal com exposição da calota craniana e 
após suturado. 
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Cada animal, escolhido aleatoriamente, recebeu um enxerto ósseo 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. 

 

 

 

Após a colocação do transplante, a incisão cirúrgica foi suturada com fio de náilon 

monofilamentar 4-0 (figura 1).  

No período pós-operatório os animais foram mantidos em gaiolas com ciclos de 

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

Os animais foram submetidos à eutanásia na 6ª (quatro animais) e 15ª (seis 

animais) semana pós-operatória, sua calota craniana removida e encaminhada 

para a avaliação histopatológica. 

Os animais foram mortos por injeção intraperitonial letal de fentobarbital sódico, 

removendo-se suas calotas cranianas logo após (figura 3).  
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Figura 3: Após a eutanásia a calota craniana foi removida em bloco. Neste caso, na 6ª 
semana ainda pode-se visualizar a área enxertada. 

 

 

 

4.4 Métodos de avaliação  

4.4.1 Avaliação macroscópica do enxerto 

Os enxertos foram avaliados semiquantitativamente em escores, no 

momento da sua remoção, quanto a sua aderência ao leito receptor ou 

aspecto macroscópico do enxerto, como segue:  

(0) ausência de osso;  

(1) não aderido ao leito receptor, consistência coloidal ou aspecto 

necrótico;  

(2) facilmente removido ou aspecto cartilaginoso;  

(3) fortemente aderido, com rigidez e consistência preservadas. 
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Esta observação foi feita por dois observadores independentes. 

4.4.2 Avaliação histológica 

A avaliação histológica realizou-se por um mesmo patologista e pelo autor 

em microscópio de co-observação, mascarados quanto ao tipo de enxerto. 

Os espécimes foram enviados à patologia em solução de formol. 

Os enxertos foram descalcificados em solução de ácido nítrico e 

seccionados na sua porção média. 

Após ter-se definido o corte mais representativo de cada lâmina, 

observaram-se três áreas de interesse definidas: as duas extremidades e a 

secção média do enxerto. 

A avaliação foi semi-quantativa em escores definidos de 0 a 3. 

Os parâmetros avaliados foram: 

- Neoformação óssea, seguindo o critério abaixo: (0) ausente: 

ausência de trabéculas ósseas neoformadas; (1) leve: trabéculas 

finas, não 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 osteoblástica (presença 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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- Absorção do enxerto; (0) ausente: ausência de áreas de lise óssea; 

(1) leve: reabsorção de até 1/3 do enxerto; (2) moderada: 

reabsorção entre 1/3 e 2/3 do enxerto; (3) acentuada: reabsorção de 

mais de 2/3 do enxerto. 

Os enxertos ainda foram avaliados pela presença ou não de medula óssea 

viável e quantitativamente por:  

1. número absoluto de osteoclastos no campo com maior número de 

osteoclastos em cada área de interesse (aumento de 100 x); 

2. número de vasos por campo (aumento de 100 x); 

3. espessura do osso em milímetros nas três áreas avaliadas.   

 

4.5 Análise Estatística 

A análise estatística consistiu em uma descrição dos escores média ± desvio-

padrão e avaliação do efeito dos fatores em estudo, período de avaliação 

(momento) e grupo (congelado, liofilizado ou autólogo fresco), pela análise de 

variância fatorial com duplo critério de classificação, permitindo a apreciação de 

um fator de interação. Esta abordagem segue as recomendações de Campbell & 

Machin 25 e Snedecor & Cochran 26 sobre a utilização de procedimentos 

paramétricos (ANOVA) na análise de variáveis ordinais. Os testes utilizados foram 

todos confirmados pela ANOVA aplicada sobre a transformação em “rank” dos 

dados, o que, segundo Montgomery 27, representa o uso do teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis. Na comparação entre os grupos para a variável dicotômica 
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viabilidade da medula óssea 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 auxílio dos programas PEPI v. 

3.0 e SPSS v. 10.0. 

O projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodológicos de acordo com 

as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais pela Comissão Científica e 

Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-

Graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 
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Dos animais operados, um morreu devido a laceração e sangramento do seio 

sagital como complicação do procedimento cirúrgico. Não houve perdas no 

período pós-operatório tardio nem complicações como infecção ou necrose do 

retalho.  

Na avaliação macroscópica da 6ª semana, o grupo 2 apresentou um pior 

resultado (p< 0,04) caracterizado por fraca aderência ao leito receptor ou aspecto 

cartilaginoso, enquanto os grupos 1 e 3 já se encontravam fortemente aderidos ao 

leito receptor, com aspecto viável. Na 15ª semana já não existiam diferenças 

entre os grupos e, macroscopicamente, todos os enxertos estavam integrados ao 

osso receptor. 

A avaliação histopatológica mostrou comportamentos diferentes para cada grupo 

nos diversos parâmetros avaliados.  

Em relação a neoformação óssea (gráfico 1), enquanto o grupo 3 permaneceu 

estável nas diferentes semanas, o grupo 2 teve um aumento e o grupo 1 

apresentou uma diminuição nos escores (p<0,03). Quando comparados na 15ª 

semana, as diferenças entre eles não se mostraram estatisticamente 

significativas.  
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Gráfico 1: evolução do índice de neoformação óssea médio nas duas avaliações para 
cada grupo (p<0,03). 

 
 

 

 

A atividade osteoblástica (gráfico 2) 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 diminuição acentuada, maior no primeiro, 

os liofilizados apresentaram escores que foram maiores na 15ª semana. Os 

animais comparados na avaliação mais tardia apresentaram diferenças 

significativas dependendo do tipo de enxerto (p< 0,03). 
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Gráfico 2: variação da atividade osteoblástica em cada grupo nos diferentes        
momentos (p<0,01).  

 

 
 
 

Gráfico 3:  escores de  reabsorção dos enxertos nos grupos avaliados na 6ª e 15ª 
semanas (p>0,05). 

 
  



 50

As médias de absorção do enxerto (gráfico 3) não tiveram uma variação 

significativa, mostrando uma diminuição no grupo 2 e aumento nos grupos 1 e 3 

(p>0,05). O número de osteoclastos por campo (gráfico 4) foi influenciado 

significativamente pelo tempo (p<0,05) com uma discreta interação com o tipo de 

enxerto. Manteve-se estável nos grupos 2 e 3 e diminui no grupo 1. O 

comportamento dos diferentes tipos de enxerto quanto ao número de vasos 

(gráfico 5) foi dependente do enxerto e do tempo de evolução (p<0,01), com 

decréscimo nos enxertos congelados e elevação nos autólogos, mantendo-se 

estável nos liofilizados. A viabilidade da medula óssea (gráfico 6) variou 

basicamente entre os grupos. O grupo 3 sempre manteve maior positividade 

(p<0,05). Nos outros parâmetros analisados os enxertos tiveram padrões de 

comportamento que não variaram significativamente. 

 
Gráfico 4: variação do número de osteoclastos por campo nos diferentes momentos 
avaliados para cada grupo (p<0,05).  
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 Gráfico 5: variação do número de vasos por campo nos grupos com 6 e 15 semanas 
(p<0,01). 

 
 

 
 
 Gráfico 6: presença de medula óssea viável nos dois momentos avaliados (p<0,05). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 
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A reparação dos defeitos ósseos craniofaciais pode ocorrer por mecanismos 

semelhantes ou distintos daqueles que acontecem nos ossos endocondrais, em 

particular, sua resposta aos materiais osteoindutivos 75. Os defeitos ósseos na 

calota craniana de indivíduos adultos são geralmente considerados não 

osteogênicos por apresentarem uma pequena capacidade regenerativa, atribuída 

a deficiência de medula óssea, de células precursoras de osteoblastos e de 

vascularização, o que explica a necessidade de enxertos ósseos, substitutos 

ósseos ou outros métodos que facilitem sua reparação. Estas observações 

tornam estas perdas ideais para investigações experimentais 14. Schimitz e 

Hollinger postularam uma racionalização para testar materiais de engenharia 

tecidual na região cranimaxilofacial utilizando um modelo animal de déficit ósseo 

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

feito em um defeito de 8 mm de diâmetro no crânio de ratos 75 

Neste experimento optou-se pelo rato Wistar por sua resistência, sua facilidade de 

manuseio e confinamento e seu baixo custo. Foram utilizados animais adultos por 

apresentarem um índice menor de absorção óssea. Além disto, os defeitos 

ósseos podem ser reparados mais facilmente nos imaturos 4,75. 

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.76 na pesquisa do comportamento de 

diferentes formas de hidroxiapatita e Zellin e cols.44 no estudo de enxertos 

autoclavados, ambos na reconstituição de defeitos na calota craniana de ratos. O 

defeito ósseo produzido na calota craniana de 8 milímetros de diâmetro foi 

fundamentado no trabalho 75 citado anteriormente. A orientação do enxerto em 
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relação ao osso receptor não foi uma preocupação dos autores, pois não existe 

comprovação que isto tenha alguma influência sobre a integração do transplante 

35. Os enxertos foram colocados sobre o defeito da maneira que permanecessem 

mais estáveis e com maior contato ósseo. O retalho periosteal foi preservado com 

o objetivo de isolar o enxerto dos tecidos adjacentes. Estudos 14,34 demonstram 

que a ação intermitente dos grupos musculares e a interposição de tecidos 

interferem na integração e aumentam a reabsorção dos enxertos. Segundo 

conceitos de regeneração óssea guiada, o periósteo age como uma barreira de 

proteção macroporosa, sendo permeável às proteínas morfogenéticas ósseas e à 

migração das células mesenquimais necessárias à osteogênese 14. A fixação do 

enxerto não influenciou significativamente a incorporação de enxerto em alguns 

estudos 34, desde que este permanecesse clinicamente estável durante o 

procedimento. Lin e cols., citados por Alberius e col.34, postulam que uma vez 

aderido ao leito receptor para resistir às forças mecânicas externas, o tipo de 

fixação empregada no enxerto é de menor importância. No modelo utilizado no 

presente estudo, a mínima mobilidade do sítio receptor permitiu ao enxerto 

integrar-se sem que fosse necessário algum tipo de fixação interna ou externa. 

Embora outros experimentos 4,29 mostrem que a fixação rígida produz melhores 

resultados que a fixação não rígida, os resultados obtidos no grupo 3, o grupo 

autólogo, foram compatíveis com a literatura e confirmam a correção do modelo 

utilizado. 

Os períodos de observação foram determinados na tentativa de privilegiar fases 

distintas da integração do enxerto. Albrektsson 26, estudando a incorporação de 

enxertos corticais autólogos, determinou que sua completa revascularização 
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ocorre em torno de 30 dias, nesta fase a formação e a reabsorção óssea estão 

ocorrendo simultaneamente. Esperava-se que na avaliação inicial, fixada em seis 

semanas, estes fenômenos da neoformação óssea estivessem em plena 

atividade. Na avaliação tardia, na 15ª semana, esperava-se verificar a fase de 

conclusão da incorporação óssea. Isto confirmou-se nos enxertos autólogos, 

porém os grupos congelado e liofilizado ainda mostravam variações importantes 

em alguns parâmetros avaliados. Segundo estudo experimental 44, a completa 

integração e revascularização dos enxertos autólogos ocorre em um período de 

12 semanas. Stevenson e cols.9 já haviam encontrado estas diferenças quando 

observaram a revascularização dos auto-enxertos em 4 semanas, enquanto os 

enxertos congelados não eram completamente revascularizados até 4 meses 

após o procedimento. Observou-se, em experimento realizado em cães, que o 

ciclo de substituição óssea que envolve revascularização, reabsorção e 

neoformação óssea em homoenxertos corticais maiores pode levar até 2 anos 14. 

A avaliação de três pontos distintos no enxerto, sugerida por Ferreira 4 e Zellin e 

cols.44, permitiu uma avaliação global da resposta de cada osso transplantado. 

A avaliação macroscópica feita por dois observadores independentes baseou-se 

em escores adaptados de experimentos anteriores de Almeida e cols.1 e Silva e 

cols.12 onde avaliaram a integração do osso ao sítio receptor e sua morfologia e 

consistência. Um destes trabalhos 12, que utilizou osso desmineralizado, observou 

que com 2 semanas o enxerto liofilizado apresentava aspecto cartilaginoso ou de 

osso inviável, o que também foi observado aqui, só que num período mais tardio 

(6 semanas). Os outros dois grupos mantiveram seu aspecto e consistência. Na 

avaliação de 15 semanas não havia diferença macroscópica entre os enxertos, 
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todos pareciam viáveis e integrados ao osso receptor. Estes dados concordam 

com os autores 4,9 que afirmam que o fenômeno da fusão entre transplante e osso 

do receptor depende da estabilidade e do contato destes e não da tendência do 

osso para maior ou menor integração.  

Os parâmetros histopatológicos foram escolhidos baseados em trabalho realizado 

por Ferreira 4 com o objetivo de determinar a intensidade da neoformação óssea 

(osso neoformado e atividade dos osteoblastos) e a atividade osteolítica 

(absorção do enxerto, espessura do osso e número de osteoclastos). A estes 

parâmetros foram  dados escores de 0 a 3, utilizado em muitos experimentos 4,36 , 

permitindo na sua análise a utilização de testes paramétricos com maior poder 

estatístico. Albrektsson 26 afirma que reabsorção e a formação óssea não iniciam 

antes da revascularização óssea e junto com outros autores 12,29 cita a 

neovascularização do enxerto como parâmetro confiável para estimar sua 

viabilidade. Aplicando a experiência destes pesquisadores procuramos avaliar a 

vascularização dos enxertos determinando número de vasos em áreas 

específicas de cada enxerto.   

Na avaliação histopatológica, os testes estatísticos permitiram múltiplas 

comparações, sugerindo comportamentos específicos para cada tipo de enxerto 

em cada um dos parâmetros analisados.  

O padrão de integração óssea dos enxertos autólogos observado à microscopia 

foi concordante com trabalho que relatou um período de 4 a 6 semanas para a 

revascularização destes enxertos 9. Avaliados na 6ª semana, eles já estavam 

vascularizados, melhorando ainda mais este padrão de vascularização entre os 

períodos estudados. A proporção de osso neoformado era significativa nesta 
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primeira fase, com neoformação intramembranosa e perivascular. A presença de 

osteoblastos nas trabéculas neoformadas e na periferia do enxerto era acentuada. 

Hulth e cols. 52 avaliaram a capacidade osteoindutiva dos enxertos pela presença 

das células mesenquimais, num primeiro momento, e pela capacidade de 

neoformação óssea numa fase mais tardia. Os achados histopatológicos 

reafirmam a capacidade osteogênica e osteoindutiva do enxerto autólogo, 

reforçando sua indicação como excelente opção nas reconstruções do esqueleto 

facial 1,4,44. Nos animais sacrificados na 15ª semana esta atividade havia 

diminuído, mas a neoformação óssea manteve-se inalterada sem mostrar sinais 

de reabsorção do enxerto ou aumento significativo no número de osteoclastos. 

Este equilíbrio entre o processo de reabsorção e produção óssea, onde o volume 

do enxerto se mantém inalterado, permite concluir que neste momento o enxerto 

autólogo estava completamente incorporado. Apesar disto, ainda permaneciam 

áreas de osso necrótico entre as trabéculas neoformadas, o que, segundo 

Ferreira 3 e Albrektsson 26, não altera a estrutura e resistência do enxerto. 

Lemperle e cols. 14 afirmam que a substituição óssea completa só é atingida nos 

enxertos esponjosos, enquanto os enxertos corticais permanecem 

indefinidamente uma combinação de tecido ósseo necrótico e viável, sendo este 

um dos fatores responsáveis pela maior manutenção do volume destes últimos.  

O homoenxerto congelado na 6ª semana apresentava um padrão de integração 

muito próximo do enxerto autólogo, com um número significativo de vasos e 

osteclastos e escores para neoformação óssea e atividade dos osteoblastos altos. 

Estes achados determinam a capacidade de osteoindução destes enxertos, uma 

vez que os osteoclastos também migram e diferenciam-se pelo estímulo 
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osteoindutivo do material orgânico do enxerto e devem preceder a ação 

osteoblástica 4.  Entretanto, nos animais avaliados tardiamente, houve uma 

diminuição na intensidade da vascularização do enxerto acompanhada de um 

menor número de osteoblastos e de uma menor proporção de osso neoformado. 

Em concordância com o experimento de Ferreira 4, também se observou uma 

diminuição no número de osteoclastos e um aumento no índice médio de 

reabsorção do enxerto. Esta degradação não osteoclástica do osso foi também 

observado por Zellin e cols.44 e Thorén e cols.49 em estudos anteriores. Estes 

autores 44,49 responsabilizam a diminuição da vascularização do enxerto por esta 

piora nos parâmetros do osso congelado. Leunig e cols. 42 observaram uma 

diminuição da densidade vascular dos homoenxertos e atribuem este achado à 

resposta imune do hospedeiro. Outros autores 7,42 também descrevem a 

antigenicidade como maior determinante da revascularização dos enxertos, mas 

concordam que, embora as reações imunes prejudiquem a revascularização, o 

congelamento produz uma redução na antigenicidade dos homoenxertos. Jinno e 

cols.7 não conseguiram demonstrar que o processamento do enxerto por 

congelação profunda aumente o número de vasos como conseqüência de uma 

menor resposta imune. Ekelund e cols.45 concluem, em suas investigações, que 

as reações imunes dependentes das células T não produzem efeito significativo 

nas propriedades osteocondutivas do enxerto. Este achado contraria vários 

experimentos animais que mostram que a incorporação dos enxertos homólogos 

é influenciada por estas reações 29,45.  

Alguns autores 42 relacionam uma rápida revascularização do enxerto com um 

fenômeno de rejeição como o visto em transplantes cardíacos e renais, 
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salientando a necessidade de provas cruzadas entre doador e receptor, 

principalmente em pacientes já sensibilizados por outros transplantes e que serão 

submetidos a retalhos ósseos livres homólogos.  

O presente estudo indicou um decréscimo no número de vasos dos homoenxertos 

congelados, não observado nos outros dois grupos, concordando com os achados 

da literatura. Embora pareça sugestivo, não foi possível confirmar a participação 

de antígenos de histocompatibilidade neste fenômeno.  

O grupo que recebeu homoenxertos liofilizados apresentou nítido retardo na 

incorporação quando comparado aos outros grupos. Na avaliação inicial, apesar 

de já haver ocorrido o surgimento de vasos, havia mínima quantidade de 

osteoblastos e de osso neoformado, que era principalmente subperiosteal. O 

enxerto tinha aspecto necrótico. Os escores de reabsorção óssea foram elevados. 

No grupo avaliado posteriormente, com 15 semanas, o número de vasos 

aumentou acompanhado de uma elevação significativa na atividade dos 

osteoblastos e na proporção de osso neoformado. Heiple, citado por Baptista e 

cols.58, encontrou este retardo na incorporação dos enxertos liofilizados quando 

comparado aos auto-enxertos. Este autor observou que, com 4 semanas, os 

liofilizados apresentavam menor reparação, mas esta diferença se tornava 

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

A liofilização é empregada para preservar as proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs), que são sabidamente osteoindutivas e foram isoladas nos enxertos 

ósseos de origem mesenquimal 53. Assim, é evidente que elas permanecem ativas 

nos enxertos liofilizados. As propriedades osteoindutivas e osteocondutivas dos 

enxertos liofilizados e desmineralizados estão bem documentadas e têm sido 
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utilizadas com sucesso clinicamente 29,36. Os enxertos liofilizados mineralizados 

são basicamente osteocondutivos com mínima atividade osteoindutiva, não sendo 

capazes de induzir neoformação óssea quando implantados heterotopicamente 

36,52. Hulth e cols 52 não observaram osso neoformado nos homoenxertos 

mineralizados em 50 dias de estudo. Apesar destas observações, alguns autores 

têm descrito o osso liofilizado mineralizado como osteoindutivo 13,14,36. Pode-se 

teorizar, segundo Lohmann e cols.36, que estes fatores são liberados durante a 

reabsorção osteoclástica do implante quando colocados em situação ortotópica. 

Estes autores 36 observaram áreas de neoformação óssea focal nos enxertos 

liofilizados mineralizados, indicando que fatores osteoindutivos devem ter sido 

liberados nestes locais. Isto pode explicar o atraso no início da incorporação do 

enxerto liofilizado quando comparado aos outros grupos no presente estudo. A 

presença de osso neoformado subperiosteal e perivascular observada neste 

experimento indica sua atividade osteocondutiva e, com menos intensidade e 

mais tardiamente, osteoindutiva, em conformidade com os autores 52 que 

entendem que o osso neoformado perivascular ou endosteal depende de células 

mesenquimais que migram dos vasos.  

Apesar da avaliação tardia no presente estudo indicar uma melhora do 

desempenho do homoenxerto liofilizado no longo prazo, somente estudos com 

seguimentos maiores permitirão afirmar se esta é uma tendência verdadeira ou se 

ocorrerá um decréscimo nesta performance como o que ocorreu nos enxertos 

congelados. 

A força de torção e a elasticidade diminuem com o processo de liofilização 72, 

além disto, como foi observado à macroscopia, estes enxertos passam um 
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período prolongado com alterações na sua consistência. Embora outros autores 

10,13,51 relatem que a liofilização aumenta a rigidez e a resistência à compressão 

do enxerto, a utilização de enxertos liofilizados como enxertos estruturais deve ser 

executada com cautela. 

A presença de medula óssea viável variou basicamente entre os grupos. Os 

enxertos autólogos apresentaram 100% de positividade, evidenciando a 

superioridade deste grupo. A viabilidade da medula óssea e a sobrevivência de 

osteoblastos no transplante permitem que o enxerto participe ativamente da sua 

incorporação, concordando com os autores que defendem que mesmo a pequena 

fração das células transplantadas que permanece viável no auto-enxerto 

desempenha papel importante no seu processo de integração 29,42. Da mesma 

forma, a completa remoção celular promovida pela liofilização e a demora em 

formar medula óssea observada nos liofilizados somariam para um maior retardo 

na neoformação óssea nestes enxertos. 

A extração da gordura do tecido ósseo melhora a integração do enxerto 

congelado, como demonstrado por Thorén e cols.49. Este efeito parece ser 

conseqüência de uma diminuição da resposta imunológica provocada, uma vez 

que o desengorduramento não alterou a incorporação dos enxertos autólogos. A 

remoção da gordura não alterou as propriedades biomecânicas do osso. Este 

estudo 49 não investigou os ossos liofilizados, entretanto o processo de liofilização 

implica na remoção da gordura e deve produzir efeitos similares na integração 

dos enxertos 23,33. A resposta imunológica está reduzida nestes enxertos, mas 

ainda é possível detectá-la 7. Estes achados sugerem fortemente que uma 

resposta imunológica a antígenos de histocompatibilidade pode ser importante, e 
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é minimizada pelo desengorduramento 49. Moreau e cols.70 salientam a 

importância do desengorduramento nos enxertos submetidos à radiação gama ou 

ultravioleta com  a finalidade de evitar a peroxidação lipídica e a liberação de 

componentes tóxicos para as células precursoras dos osteoblastos. Estes autores 

preconizam o desengorduramento como rotina no processamento dos 

homoenxertos ósseos pelos bancos de tecidos. Mesmo quando outro método de 

esterilização secundária, como o óxido de etileno é empregado, a remoção de 

componentes ósseos como a gordura e a água diminui a toxicidade do processo 

por permitir maior difusão e evaporação do gás e seus resíduos. Estes métodos 

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

liofilizado 70. 

O método de esterilização secundária empregado nos enxertos liofilizados neste 

experimento foi a autoclavagem a 121ºC por 10 minutos, que é o método de rotina 

do banco de ossos do HCPA. Os enxertos congelados foram tratados sob 

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

Embora os resultados atuais sejam adequados, eles ainda são imperfeitos. 

Apesar dos avanços, opções e descobertas, mais de 20 bilhões de dólares de 

custos diretos e indiretos são gastos para o tratamento de fraturas ou defeitos 

ósseos nos EUA 74. 

Sendo assim, as pesquisas em enxertia óssea devem continuar nos vários 

centros e num grande número de áreas de interesse.  Com um maior número de 

pesquisadores estudando o problema, espera-se que maiores descobertas 

ocorram, e que uma taxa de sucesso alta e previsível seja alcançada, estimulando 
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os cirurgiões a acrescentarem este armamento no tratamento das grandes perdas 

ósseas. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 
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1. O enxerto autólogo membranoso é o melhor material, entre os que foram 

estudados, para repor perdas ósseas na cirurgia craniomaxilofacial. 

2. Os enxertos homólogos processados por congelação profunda ou 

liofilização apresentam resultados satisfatórios na reparação de perdas 

ósseas de tamanho crítico no esqueleto craniofacial. 

3. A tendência de reparação dos grupos estudados indica um melhor 

resultado dos liofilizados no longo prazo quando comparados aos 

congelados.  

4. O modelo animal utilizado é adequado para a pesquisa de substitutos 

ósseos em cirurgia craniomaxilofacial. 
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TABELAS DE AVALIAÇÃO 

 enxerto TON AO Abs Enx osteoclas vasos
espessura 

mm medula  
  15 sem                 

rato 1 liofiliz. 1 1 2 4 2 0,2 não  
  1 0 2 3 6 0,5   
  0 0 3 0 5 0,2   

2  3 2 3 5 1 0,25 não  
  3 2 1 1 4 0,20   
  3 1 2 3 17 0,40   

4  1 1 1 3 5 0,45 não  
  2 2 2 14 9 0,25   
  2 2 3 8 9 0,30   

5  2 2 3 5 12 0,80 não  
  3 1 3 0 9 0,50   
  2 1 2 8 9 0,30   

6  2 1 2 3 14 0,30 não  
  2 2 2 3 32 0,40   
  2 2 2 4 22 0,40   

23  3 1 1 2 12 0,35 não  
  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   
  15 sem                  

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 não  
  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 sim  
  2 1 1 8 11 0,80   
  3 1 1 3 18 0,55   

12  3 2 2 4 16 0,50 sim  
  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   
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  15 sem                 

3 congelado 0 0 3 0 0 0 não  
  0 0 3 0 0 0   
  2 1 2 0 5 0,15   

13  2 0 1 0 9 0,60 não  
  1 0 1 0 10 0,40   
  2 0 0 4 3 0,60   

14  1 1 2 0 0 0,65 sim  
  2 0 1 5 3 0,80   
  1 0 0 2 7 0,80   

15  1 1 2 1 6 0,60 não  
  1 1 1 2 4 0,50   
  1 1 2 4 3 0,80   

16  2 1 3 3 11 0,95 não  
  2 1 3 4 7 0,50   
  1 2 3 5 7 0,80   

17  3 1 1 3 15 0,60 sim  
  1 0 1 0 16 0,50   
  3 1 1 4 11 0,10   
          
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   
  6 sem                 

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 não  
  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 não  
  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   
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  0,38146 0,6552 0,443213 4,674213 7,1461 0,14   
 liofilizado         

21  1 2 1 4 6 0,30 não  
  1 1 1 1 9 0,25   
  2 1 2 2 14 0,40   

22  1 1 1 3 16 0,50 sim  
  2 1 2 4 26 0,50   
  2 2 2 12 22 1,00   

28  0 0 3 0 0 0,10 não  
  1 1 3 17 8 0,50   
  0 0 2 8 2 0,30   

29  0 0 3 2 0 0,60 não  
  0 0 3 14 1 0,40   
  0 0 3 7 2 0,50   
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liofilizados  15ª sem  controle 15ª sem  congelado 15ª sem 
rato 1 1  rato 7 1  rato 13 1 
 2   1   1 
rato 2 1  rato 8 1  rato 14 1 
 1   1   1 
   rato 9 2  rato 15 1 
    1   1 
rato 4 1  rato 10 1  rato 16   1 
 1   1   2 
rato 5 1  rato 11 1  rato 17 2 
 1   1   2 
rato 6 1  rato 12 1    
 1   1    
rato 23 1       
 1       
        
        
        
média 1,083333  média 1,083333   1,3 
DP 0,288675  DP 0,288675   0,483046 
        
        
liofilizados 6ª sem  controle  6 ª sem  congelado  6ªsem 
rato 21 2  rato 19 1  rato 18 1 
 2   1   1 
rato 22  1  rato 20 1  rato 24 1 
 2   1   1 
rato 28 2  rato 25 1  rato 26 1 
 2   1   2 
rato 29 3  rato 30 1  rato 27 1 
 3   1   1 
        
média 2,125   1   1,125 
DP 0,64087   0   0,353553 
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RESUMO 

O objetivo deste experimento é comparar, em um modelo experimental de cirurgia 

craniomaxilofacial, o comportamento de ossos processados e armazenados pelos 

métodos de liofilização e a congelação profunda, com o enxerto autólogo. Trinta ratos 

Wistar adultos foram divididos em três grupos submetidos à cranioplastia com 

reconstrução com enxerto ósseo. O grupo 1 recebeu homoenxertos congelados, o grupo 

2 recebeu homoenxertos liofilizados e o grupo 3 foi reconstruído com enxertos autólogos 

frescos. Os animais de foram sacrificados na 6ª e na 15ª semana. Os resultados foram 

avaliados por parâmetros macroscópicos e histopatológicos. Na primeira avaliação os 

grupos 1 e 3 apresentavam resultados semelhantes, enquanto o grupo 2 mostrava 

resultados significativamente piores em vários parâmetros avaliados. Na avaliação tardia 

enquanto o grupo 1 mostrou uma diminuição na neoformação óssea e na atividade 

osteoblástica, o grupo 2 apresentou índices significativamente maiores para estes 

parâmetros. O grupo 3 manteve sua proporção de osso neoformado inalterada, com uma 

diminuição da atividade dos osteoblastos. Conclui-se que o enxerto autólogo fresco 

permanece como primeira opção na reparação do esqueleto facial. Embora os enxertos 

homólogos tenham apresentado resultados satisfatórios, com capacidade de 

osteoindução e osteocondução, os enxertos homólogos liofilizados parecem ter um 

melhor comportamento em longo prazo. 

DESCRITORES 

Transplante ósseo; banco de osso; liofilização.  



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.   



INTRODUÇÃO 

O enxerto ósseo é um dos procedimentos mais utilizados na reparação das perdas 

ósseas causadas por malformações congênitas faciais, ressecções de tumores, infecções 

ou traumas do esqueleto facial. O enxerto ósseo autólogo é considerado o melhor 

material para este propósito e pode ser obtido de zonas doadoras apropriadas no mesmo 

ato operatório 1,2,3,4,.  

A grande maioria dos enxertos utilizados na cirurgia craniomaxilofacial é autólogo, 

retirado da calota craniana, que por ser de origem embriológica semelhante a maioria dos 

ossos da face, apresenta índices superiores de integração 1 2 3 5 6 7,. A retirada do enxerto 

autólogo tem morbidade associada, seja da calota craniana ou de sítios fora do esqueleto 

craniofacial 3 8. Nas situações de extenso déficit ósseo ou quando é necessário diminuir 

tempo e morbidade cirúrgica, o uso de enxerto homólogo deve ser considerado 2 6 7.  

Os modelos animais demonstram que a incorporação dos homoenxertos é dependente 

da intensidade da resposta imunológica mediada por células e da reação antígeno-

anticorpo que ocorrem a partir do transplante e que diminui com a remoção da porção 

celular do osso. Por outro lado, a presença dos componentes orgânicos é importante 

para promover a osteoindução. Isto torna a escolha do processo de armazenamento e de 

seleção do enxerto mais complexa e representa uma área de crescente pesquisa 9.  

A congelação profunda e a liofilização são os métodos de processamento mais utilizados 

nos dias atuais 10. A congelação profunda é uma técnica simples. Geralmente é 

recomendada para o armazenamento até 5 anos, porém este tempo baseia-se em 

conhecimentos empíricos de sucesso 9 11. A maior vantagem do osso congelado é sua 

simplicidade de preparação e armazenamento. Requer poucos recursos físicos. Diminui, 

mas não elimina, o risco de transmissão bacteriana e viral para o receptor e a 

antigenicidade do enxerto 11 12.  

A liofilização tem sido utilizada nos últimos 50 anos, tornando-se um dos métodos de 

preservação de osso e tecido colágeno de resultados mais satisfatórios 5. Suas 

vantagens são a diminuição marcada da antigenicidade do homoenxerto e do risco de 

transmissão de doenças, aumentando a disponibilidade de doadores e a praticidade do 

armazenamento e manuseio trans-operatório do enxerto. Após a liofilização o tecido pode 

ser armazenado a temperatura ambiente por longos períodos e transportado facilmente 5 

6 12.  
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A tarefa de quem utiliza procedimentos de enxerto ósseo é escolher o enxerto correto 

para o meio biológico e mecânico onde este será colocado STEVENSON GALIA. A existência de 

estudos avaliando o comportamento, especificamente na cirurgia craniomaxilofacial, das 

diferentes formas disponíveis de ossos de banco, permitirá um maior uso destes nas 

cirurgias reconstrutoras e estéticas da face, seja como enxertos ou associados ao 

desenvolvimento da bioengenharia e células troncos 8 14. 

O objetivo deste trabalho é comparar o comportamento de ossos processados e 

armazenados pelos métodos disponíveis em nosso meio, liofilização com autoclavagem e  

congelação profunda, com o enxerto autólogo em um modelo de cirurgia 

craniomaxilofacial.   

 

MÉTODOS 
Este estudo foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram deste projeto os Serviços de 

Cirurgia Plástica, 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 raça Wistar com peso entre 350 e 400g. 

Grupo doador: sete animais foram os doadores primários de enxertos ósseos para o 

estudo. Foram submetidos a uma craniectomia para remoção de fragmento de calota 

craniana medindo 0,8 x 1,0 cm. Estes animais foram submetidos à eutanásia após 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 homólogo congelado sobre o defeito 

criado cirurgicamente. Grupo 2: cada animal recebeu um fragmento de osso homólogo 

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 após sua retirada. 

Os fragmentos ósseos retirados do grupo 1 e 2 eram utilizados para enxertia nos 

animais operados subseqüentemente. 
Os fragmentos de calota removidos do grupo doador e dos grupos 1 e 2 foram 

processados e armazenados de forma randomizada por congelação profunda ou 

liofilização. 
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Enxerto homólogo congelado: metade dos fragmentos ósseos preparados foi 

armazenada pelo método de congelação profunda (-80ºC) sem esterilização de acordo 

com o protocolo do banco de ossos do Serviço de Ortopedia e Traumatologia do HCPA. 

Cada fragmento acondicionado em duplo frasco estéril, e mantido em freezer especial a -

80ºC. Duas horas antes da utilização, os enxertos eram colocados em solução de 

cefalotina e soro fisiológico com 50mg/ml.  

Enxerto homólogo liofilizado: a segunda metade dos fragmentos ósseos foi armazenada 

pelo processo de liofilização seguindo, igualmente, o protocolo do banco de ossos do 

Serviço de Ortopedia e Traumatologia do HCPA.  

Todos os procedimentos cirúrgicos, inclusive a retirada dos enxertos ósseos, realizaram-

se sob cuidados estritos de assepsia. A técnica anestésica consistiu de injeção 

intraperitonial de fentobarbital sódico na dose de 30 mg/Kg de peso, complementada com 

infiltração local de solução de lidocaína 2% com adição de adrenalina numa concentração 

de 1:200000. Antibioticoterapia profilática foi feita na indução anestésica com 15.000 UI 

de Sulbactan-trimetropin intramuscular. 

A anti-sepsia do campo cirúrgico foi feita com solução de clorohexidine a 2%. 

Os enxertos de calota craniana foram removidos por meio de incisão em “U” na pele do 

rato com pedículo occipital, incisando o periósteo (figura 1). Uma craniectomia de 0,8 x 

1,0 cm foi feita em todos os animais com broca de corte, sob irrigação contínua (figura 2). 

Cada animal, randomizado, recebeu um enxerto ósseo sobre o defeito criado. Após a 

colocação do transplante, a incisão cirúrgica foi suturada com fio de náilon 

monofilamentar 4-0. 

No período pós-operatório os animais foram mantidos em gaiolas com ciclos de 12 horas 

de luz, com acesso à água e a comida ad libitum. 

Os animais foram submetidos à eutanásia na 6ª (quatro animais) e 15ª (seis animais) 

semana pós-operatória, sua calota craniana removida e encaminhada para a avaliação 

histopatológica (figura 3). 

Avaliação macroscópica do enxerto 

Os enxertos foram avaliados semiquantitativamente em escores, no momento da sua 

remoção, quanto a sua aderência ao leito receptor ou aspecto macroscópico do enxerto, 

como segue: 

(4) ausência de osso;  

(5) não aderido ao leito receptor, consistência coloidal ou aspecto necrótico;  

(6) facilmente removido ou aspecto cartilaginoso;  

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

Avaliação histopatológica 

A avaliação histológica realizou-se por um mesmo patologista e pelo autor em 

microscópio de co-observação, mascarados quanto ao tipo de enxerto. Os enxertos 

foram descalcificados e seccionados na sua porção média. Após ter-se definido o corte 

mais representativo de cada lâmina, observaram-se três áreas de interesse definidas: as 

duas extremidades e a secção média do enxerto. A avaliação foi semi-quantativa em 

escores definidos de 0 a 3. 

Os parâmetros avaliados foram: 

Neoformação óssea, seguindo o critério abaixo: (0) ausência de trabéculas ósseas 

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 osteoblástica (presença 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. Absorção do enxerto; (0) 

ausência de áreas de lise óssea; (1) reabsorção de até 1/3 do enxerto; (2) reabsorção 

entre 1/3 e 2/3 do enxerto; (3) reabsorção de mais de 2/3 do enxerto. 

Os enxertos ainda foram avaliados pela presença ou não de medula óssea viável e 

quantitativamente por: número absoluto de osteoclastos no campo com maior número de 

osteoclastos em cada área de interesse (aumento de 100 x); número de vasos por campo 

(aumento de 100 x). 

Avaliação estatística 

A análise estatística consistiu em uma descrição dos escores média ± desvio-padrão e 

avaliação do efeito dos fatores em estudo, período de avaliação e grupo, pela análise de 

variância fatorial com duplo critério de classificação, permitindo a apreciação de um fator 

de interação. Os testes utilizados foram todos confirmados pela ANOVA aplicada sobre a 

transformação em “rank” dos dados MONTGOMERY. Na comparação entre os grupos para a 

variável dicotômica viabilidade da medula óssea 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 auxílio dos 

programas PEPI v. 3.0 e SPSS v. 10.0. 

O projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodológicos de acordo com as 

Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais pela Comissão Científica e Comissão de 

Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. 
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RESULTADOS 

Dos animais operados, um morreu devido à laceração e sangramento do seio sagital 

como complicação do procedimento cirúrgico. Não houve perdas no período pós-

operatório tardio nem complicações como infecção ou necrose do retalho.  

Na avaliação macroscópica da 6ª semana, o grupo 2 apresentou um pior resultado (p< 

0,04) caracterizado por fraca aderência ao leito receptor ou aspecto cartilaginoso, 

enquanto os grupos 1 e 3 já se encontravam fortemente aderidos ao leito receptor, com 

aspecto viável. Na 15ª semana já não existiam diferenças entre os grupos e, 

macroscopicamente, todos os enxertos estavam incorporados ao osso receptor. 

Na microscopia, a neoformação óssea (gráfico 1), permaneceu estável no grupo 3 nas 

diferentes semanas, enquanto o grupo 2 teve um aumento e o grupo 1 apresentou uma 

diminuição nos escores (p<0,03). Quando comparados na 15ª semana, as diferenças 

entre eles não se mostraram estatisticamente significativas.  

A atividade osteoblástica (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 diminuição acentuada, maior no primeiro, os liofilizados 

apresentaram escores que foram maiores na 15ª semana (gráfico 2). Os animais 

comparados na avaliação mais tardia apresentaram diferenças significativas dependendo 

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

As médias de absorção do enxerto (figura 5) não tiveram uma variação significativa, 

mostrando uma diminuição no grupo 2 e aumento nos grupos 1 e 3 (p>0,05). O número 

de osteoclastos por campo foi influenciado significativamente pelo tempo (p<0,05) com 

uma discreta interação com o tipo de enxerto. Manteve-se estável nos grupos 2 e 3 e 

diminui no grupo 1. O comportamento dos diferentes tipos de enxerto quanto ao número 

de vasos (gráfico 3) foi dependente do enxerto e do tempo de evolução (p<0,01), com 

decréscimo nos enxertos congelados e elevação nos autólogos, mantendo-se estável nos 

liofilizados. A viabilidade da medula óssea variou basicamente entre os grupos. O grupo 3 

sempre manteve maior positividade (p<0,05). Nos outros parâmetros analisados os 

enxertos tiveram padrões de comportamento que não variaram significativamente. 

 



 89

DISCUSSÃO 

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.16 e Zellin e cols.17, ambos na reconstituição de defeitos na 

calota craniana de ratos. A preservação de retalho periosteal e a mínima mobilidade do 

sítio receptor permitiram ao enxerto integrar-se sem que fosse necessário algum tipo de 

fixação interna ou externa. Embora vários experimentos 2 18 mostrem que a fixação rígida 

produz melhores resultados que a fixação não rígida, os resultados obtidos no grupo 3, o 

grupo autólogo, foram compatíveis com a literatura, e confirmam a correção do modelo 

utilizado. 

Os períodos de observação foram determinados na tentativa de privilegiar fases distintas 

da integração do enxerto. Na avaliação inicial, fixada em seis semanas, esperava-se que 

os fenômenos de neoformação óssea estivessem em plena atividade, e na avaliação 

tardia, na 15ª semana, esperava-se verificar a fase de conclusão da incorporação óssea. 

Experimento animal similar refere um período de 12 semanas como adequado para a 

completa integração e revascularização dos enxertos autólogos 17. Isto se mostrou 

verdadeiro nos enxertos autólogos, porém os grupos congelado e liofilizado ainda 

mostravam variações importantes em alguns parâmetros avaliados. 

A avaliação macroscópica feita por dois observadores independentes baseou-se em 

escores adaptados de experimentos anteriores de Almeida e cols.1 e Silva e cols.7, 

mostrando-se confiável pela comparação estatística. Apesar do primeiro ter utilizado osso 

desmineralizado, o aspecto cartilaginoso ou de osso inviável do enxerto liofilizado 

também foi observado neste experimento, só que num período mais tardio (6 semanas) 

do que o relatado por aqueles autores. Os outros grupos tiveram comportamento 

semelhante nos vários experimentos mantendo seu aspecto e consistência. Entretanto, 

na avaliação de 15 semanas não havia diferença macroscópica entre os enxertos, todos 

pareciam viáveis e integrados ao osso receptor, resultados, semelhantes a outros 

estudos publicados 4 8 10. 

Os parâmetros histopatológicos foram escolhidos baseados em trabalho realizado por 

Ferreira 2 com o objetivo de determinar a intensidade da neoformação óssea (osso 

neoformado e atividade dos osteoblastos) e a atividade osteolítica (absorção do enxerto, 

espessura do osso e número de osteoclastos). Vários autores 7 18 19 citam a 

neovascularização do enxerto como parâmetro confiável para estimar sua viabilidade, 

neste sentido determinou-se o número de vasos por campo.  A avaliação de três pontos 
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distintos do enxerto, sugerida por Ferreira 2 e Zellin e cols.17, teve como finalidade uma 

avaliação global da resposta de cada osso transplantado. 

A avaliação microscópica confirmou o padrão de integração óssea dos enxertos 

autólogos, reforçando sua indicação como primeira opção nas reconstruções do 

esqueleto facial 1 2 8 16. Os enxertos avaliados na 6ª semana já estavam vascularizados, 

melhorando ainda mais este padrão de vascularização entre os períodos. A proporção de 

osso neoformado era significativa nesta primeira fase, com neoformação 

intramembranosa e perivascular, reafirmando a capacidade osteogênica e osteoindutiva 

do enxerto autólogo. A presença de osteoblastos nas trabéculas neoformadas e na 

periferia do enxerto era acentuada. Nos animais sacrificados na 15ª semana esta 

atividade havia diminuído, mas a neoformação óssea manteve-se inalterada sem mostrar 

sinais de reabsorção do enxerto ou aumento significativo no número de osteoclastos. Isto 

permite concluir que neste momento o enxerto autólogo estava completamente integrado 

com equilíbrio entre produção e reabsorção óssea. Apesar disto, ainda permaneciam 

áreas de osso necrótico entre as trabéculas neoformadas, o que não altera a estrutura e 

resistência do enxerto 2 19. 

O homoenxerto congelado na 6ª semana apresentava um padrão de integração muito 

próximo do enxerto autólogo, com um número significativo de vasos e escores para 

neoformação óssea e atividade dos osteoblastos altos. Entretanto, nos animais avaliados 

tardiamente, houve uma diminuição da intensidade da vascularização do enxerto que se 

acompanhou de diminuição da presença de osteoblastos e na proporção de osso 

neoformado. Embora acompanhada de uma diminuição no número de osteoclastos, 

houve um discreto aumento no índice médio de reabsorção do enxerto. Esta degradação 

não osteoclástica do osso foi também observado por Zellin e cols.17 e Thorén e cols.20 em 

estudos anteriores. Poderia-se creditar esta piora nos parâmetros do osso congelado a 

algum tipo de reação imunológica entre o hospedeiro e o enxerto 10 21 ou à diminuição da 

vascularização e mineralização 21. O presente estudo indicou um decréscimo no número 

de vasos dos homoenxertos congelados, concordando com os achados da literatura, o 

que não foi observado nos outros grupos. Embora nos pareça possível, não podemos 

confirmar a participação de agentes de histocompatibilidade neste fenômeno.  

O grupo liofilizado mostrou nítido retardo na incorporação quando comparado aos outros 

grupos. Na avaliação inicial, apesar de já haver ocorrido o surgimento de vasos, havia 

pequena quantidade de osteoblastos e de osso neoformado que era principalmente 

subperiosteal. Os escores de reabsorção óssea foram elevados. No grupo avaliado com 
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mais tempo de evolução, o número de vasos aumentou acompanhado de uma elevação 

significativa na atividade dos osteoblastos e na proporção de osso neoformado. As 

propriedades osteoindutivas e osteocondutivas dos enxertos liofilizados e 

desmineralizados estão bem documentadas e têm sido utilizadas com sucesso 

clinicamente 8 18 22. Os enxertos liofilizados mineralizados são basicamente 

osteocondutivos, não sendo capazes de induzir neoformação óssea quando implantados 

heterotopicamente 23. Apesar destas observações, alguns autores têm descrito o osso 

liofilizado não desmineralizado como osteoindutivo 22. Pode-se teorizar, segundo alguns 

estudos 22 24, que fatores de crescimento, incluindo as proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs), que são sabidamente osteoindutivas, são liberados durante a reabsorção 

osteoclástica do implante. Isto pode explicar o atraso no início da incorporação do 

enxerto liofilizado quando comparado aos outros grupos no presente estudo. A presença 

de osso neoformado subperiosteal e perivascular (figura 6) indica sua capacidade de 

osteocondução e sugere uma atividade osteoindutiva, respectivamente. Apesar da 

avaliação tardia indicar uma tendência de melhores resultados no longo prazo, somente 

estudos com seguimentos maiores permitirão afirmar se esta é uma tendência verdadeira 

ou se ocorrerá um decréscimo nesta performance como o que ocorreu nos enxertos 

congelados. Judas e cols. 24 mostram resultados contrários, mas em estudos de tempo 

de avaliação ainda mais curtos. 

A força de torção e a elasticidade diminuem com o processo de liofilização 4 12, além 

disto, como foi observado à macroscopia, este enxerto passam um período prolongado 

com alterações na sua consistência. Embora outros autores 6 12 25 relatem que a 

liofilização aumenta a rigidez e a resistência à compressão do enxerto, a utilização de 

enxertos liofilizados como enxertos estruturais deve ser feita com cautela. 

A presença de medula óssea viável variou basicamente entre os grupos. Os enxertos 

autólogos 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 fração das células transplantadas 

que permanece viável no auto-enxerto desempenha papel importante no seu processo de 

integração 18.  

A extração da gordura do tecido ósseo melhora a integração do enxerto congelado 20 24. 

Este efeito parece ser conseqüência de uma diminuição da resposta imunológica 

provocada, uma vez que o desengorduramento, também utilizado na liofilização, não 
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alterou a incorporação dos enxertos autólogos. Estes achados sugerem fortemente que 

uma resposta imunológica a antígenos de histocompatibilidade pode ser importante 20.  

Podemos concluir que dos enxertos estudados, o autólogo é o melhor para repor as 

perdas ósseas na cirurgia craniomaxilofacial. Entretanto os enxertos homólogos 

processados por congelação profunda ou liofilização apresentam resultados satisfatórios 

na reparação destas falhas ósseas. Os achados sugerem um melhor desempenho dos 

enxertos liofilizados no longo prazo quando comparados aos congelados, mas mais 

estudos são necessários para confirmar esta tendência. 
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