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Aloenxertos ésseos caninos diferentemente preservados*

Canine bone allografts preserved by several methods
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Resumo

Foram comparados seis métodos de preservagao de aloenxertos ésseos. A autoclavagem desnaturou proteinas e
interferiu na incorporagédo apos o implante. A glicerina 98% né&o foi efetiva na esterilizagao do osso e alterou suas
propriedades biomecénicas. A refrigeragéo e o merthiolate ndo mantiveram o 0sso sem contaminantes e os enxertos
falnaram. O osso preservado sob congelamento em solugao fisioldgica e antibidtico permaneceu estéril, sua integridade

fisica foi preservada e nao falhou na enxertia.
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Introducao

Em transplantes 6sseos devem ser tomados cuidados para
assegurar que o doador, vivo ou morto, esteja livre de doen-
cas transmissiveis, que as amostras sejam estéreis, e que
os dados relativos ao 0sso sejam devidamente registrados
(Johnson, 1991 ; Kerwin etal., 1991 ; Chapman, Villar, 1992).
Jonck (1981) detectou contaminag&o bacteriana, fingica ou
viral, durante a coleta. Exames microbiolégicos de ossos
homélogos liofilizados mostraram 3,6% de infec¢do (Tomford
etal., 1983) e 3,9% em autoenxertos frescos (Cruse, 1975).
Ja Henry e Wadsworth (1981) afirmaram que durante a
estocagem de 0ssos, sob congelamento e liofilizagao, per-
manecem os riscos de contaminagéo.

Costa (1996) realizou a coleta de ossos de forma limpa,
sem cuidados assépticos e colocou o material em glicerina.
Apés a enxertia, ndo foram observadas manifestagoes cli-
nicas, radiograficas e histopatolégicas desfavoraveis e 0
resultado do exame microbioldgico, para bactérias e fun-
gos, foi negativo. A glicerina em altas concentragdes tem
efeito bactericida e fungicida (Pigossi, 1967).

Reynolds et al. (1951) concluiram que a preservagao em
solucéo aquosa de merthiolate 1:5000 foi um método sim-
ples, barato e asséptico e as solugdes testadas a cada 14
dias apresentaram resultado positivo para bactérias em
seis semanas. Nas cirurgias realizadas, foram necessari-
as imobilizagbes por longo periodo de tempo. Também para

Jonck (1981) a solugédo aquosa de merthiolate 1:1000 nao
foi efetiva contra certas bactérias e virus.

Para Bloomberg et al. (1984), Stevenson e Horowitz (1992)
aloenxertos congelados foram pouco antigénicos, e neces-
sitaram fixacdo por longo periodo. No congelamento entre -
70 a -80°C foi minima a destruicdo enzimatica, e a resistén-
cia ténsil e compressiva do osso foi diminuida em torno de
10% (Pelker et al., 1983 ; Conrad et al., 1993). Neste tipo
de enxerto, Wilson et al. (1985) observaram que a
vascularizagao e reparagdo 6ssea ocorreram de forma mais
lenta, mas de maneira adequada. Ja Friedlaender (1982)
verificou que a fungao osteoindutora foi conservada. Hart et
al. (1984) indicaram seguranga e economia como vantagens
de banco de ossos congelados a-70°C. Preservagbes nes-
ta temperatura, ou mais baixas, diminuem a antigenicidade
de enxertos homdlogos (Bloomberg et al., 1984 ; Hart et al.,
1984) porque induzem a crioliofilizagao das proteinas fican-
do o 0sso congelado menos imunogénico do que aquele
apenas resfriado (Bradford et al.,1987 ; Friedlaender, 1982 ;
Tomford et al., 1983 ; Mankin et al., 1983). No experimento
de lamaguti (1973), os ossos foram colhidos com as extre-
midades articulares, e mantidos em solugao salina com pe-
nicilina benzatina, a temperatura de -16°C.

A fervura e autoclavagem foram ineficientes como méto-
dos de preservagao pois causaram desnaturagdo das pro-
teinas dsseas (Jonck, 1981) e prejudicaram a remodela-
¢do apds o implante (Hart et al., 1984).
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Costa (1996) e Melo (1997) usaram como medida adicio-
nal para reidratar, prevenir contaminagdes e remover o meio
de conservagao, a imersado do enxerto por 10 minutos em
solucao fisioldgica estéril acrescida de neomicina. Verifi-
cou que a glicerina reduziu a resisténcia dssea, quando
comparou-se com 0ssos frescos.

O presente trabalho teve por objetivo comparar seis méto-
dos de preservagdo de aloenxertos 6sseos em banco de
estocagem e apds aplicagéo clinica.

Material e métodos

Doadores: os 0ssos homdlogos foram obtidos de caes sem
sinais clinicos de doencas infecciosas, de ambos os se-
x0s, sem raga definida, para os quais foi recomendado a
eutanasia por apresentarem traumatismos irreversiveis.

Coleta: foi realizada em seguida ao sacrificio, apds tricotomia
e anti-sepsia com povidine tépico das regides a serem abor-
dadas. Foram colhidos as ossos metacarpos, metatarsos,
fémures, tibias, umeros, rédios e costelas, sem remogao
de suas extremidades articulares. Antecedendo a preserva-
¢ao, procedeu-se a remog¢ao do peridsteo fibroso e restos
musculares; lavagem com solugao fisioldgica corrente e
acondicionamento em tubos de vidro previamente esterili-
zados, identificados quanto ao tipo, tamanho, didametro, for-
ma do 0ss0, tamanho e idade do doador e data de coleta.

Preservagao: foram utilizados seis métodos de preserva-
¢a0, sendo cada osso submetido a cada teste.

* Método 1: colocou-se glicerina 98% (Glicerina 98%) em
tubos de vidro, em volume suficiente para cobrir os os-
s0s, que foram autoclavados a 127°C de temperatura e a
1,5 atmosfera de pressao, durante 15 minutos. Os tubos
foram mantidos fechados, em temperatura ambiente, até
o momento de sua utilizagao.

* Método 2: colocou-se glicerina 98% em volume suficien-
te para cobrir 0s 0ssos. Os tubos foram mantidos fecha-
dos, em temperatura ambiente, até o momento de sua
utilizagao.

* Método 3: colocou-se solugdo aquosa de timerosal
(Merthiolate, Eli Lilly) a 1:1.000, em volume suficiente para
cobrir os 0ssos. Os tubos foram mantidos fechados, em
temperatura ambiente, até o momento de sua utilizagao.

» Método 4: colocou-se solugao de cefalosporina (Keflin,
Eli Lilly) a 0,5%, diluida em soro fisiolégico, em volume
suficiente para cobrir os ossos. Os tubos foram manti-
dos em congeladora -16°C, até o momento de sua apli-
cacao, quando eram retirados do refrigerador e deixados
descongelar a temperatura ambiente por, no minimo, uma
hora, antes de serem utilizados.

* Método 5: Os ossos foram colocados em tubos de vidro
e, sem estarem embebidos em solugao alguma, foram
autoclavados como descrito no método 1. Entéo, foram

/

mantidos em temperatura ambiente até sua utilizagéo.
* Método 6: Os ossos foram colocados em tubos de vidro

e, sem estarem embebidos em solugao alguma, foram

mantidos sob refrigeragdo a 4°C, até sua utilizagéo.

No dia de utilizagao, 'sob condi¢cdes de assepsia, 0s 0ss0s
eram retirados dos frascos e divididos até a forma final, neces-
sdria a adaptagdo no 0sso receptor, sendo entdo lavados e
imersos em soro fisiolégico, até o momento de sua aplicagéo.

Periodo de utilizagao: o tempo minimo de preservagao dos
ossos foi de 15 dias e o0 maximo de seis meses apds a
coleta. J&4 as amostras para exame microbiolégico foram
colhidas mensalmente.

Grupos clinicos experimentais: cada grupo experimental
foi constituido de seis caes adultos, com peso entre 5 e
18 kg, machos e fémeas, sem raga definida, que foram
mantidos em canis coletivos, recebendo ragdo comercial
duas vezes ao dia e d4gua a vontade.

Técnica de enxertia 6ssea: apds anestesia geral dos ani-
mais, administragao subcuténea de 20.000 Ul/kg de peni-
cilina benzatina (Benzetacil 600.000 Ul, Fontoura Wyeth)
e anti-sepsia da pele, foi realizado o acesso cirlrgico aos
ossos fémur e radio, respectivamente, em metade dos
animais de cada grupo experimental, segundo técnica des-
crita por Piermattei e Greeley (1988). Logo em seguida, e
utilizando-se serra manual, procedeu-se a osteoclasia e
ostectomia de segmento nunca inferior 3cm de compri-
mento. Emtodos os grupos estes segmentos foram remo-
vidos do foco de fratura. O enxerto cuja largura melhor se
adaptasse ao didmetro do osso fraturado tinha sido esco-
Ihido através de radiografias prévias, e ja encontrava-se
dividido, lavado e imerso em soro fisiolégico. De acordo
com os diametros do enxerto e do 0sso receptor, foram
escolhidos métodos de fixagao interna que melhor se adap-
taram, como pinos de Steinmann, placas e parafusos 6s-
seos, fios de cerclagem, mas que permitiram a justaposi-
¢ao e completa imobilizagao dos fragmentos. As massas
musculares foram aproximadas como de rotina, e a pele
suturada com fio de nailon 000, com pontos simples sepa-
rados. Sobre a inciséo cirargica foi colocada bandagem
seca e esterilizada.

Exame clinico: foi realizado semanalmente durante o pri-
meiro més e mensalmente nos periodos seguintes a cirur-
gia, verificando-se: temperatura retal, estado geral do pa-
ciente, aspecto da &rea operada, apoio do membro opera-
do e recuperagéo da fungo.

Exame radiogréfico: a enxertia foi radiografada imediatamente
apds a cirurgia e mensalmente, nas incidéncias latero-medial
e cranio-caudal para o radio, e médio-lateral e ventro-dorsal
para o fémur, até o estabelecimento da consolidagdo. O crité-
rio de avaliagéo dos resultados foi a integragéo 6ssea. Assim,
foi considerado como “bom” resultado a integragdo com preen-
chimento da fung&o a que foi destinado e, como “mau”, a au-
séncia de integragéo comreabsorgao e falha do tratamento.
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Exame microbioldgico: para
pesquisar presenga de bactérias
no meio de preservagao, o mate-
rial foi cultivado em caldo infuséo
cérebro-coragdo (BHI agar
DIFCO) e agar sangue infusé@o
cérebro-coragdao (BHI Broth
DIFCO), por 72 horas a 37°C de
temperatura, em condigbes de
aerobiose e anaerobiose. Para
pesquisa de fungos utilizou-se
agar Sabouraud dextrose
(Sabouraud dextrose &gar
DIFCO), mantido por 30 dias em
temperatura ambiente. O materi-
al para os exames foi colhido
mensalmente, e imediatamente
antes de cada cirurgia, e os 0s-
sos com resultados positivos fo-
ram descartados.

Exame histoldgico: em todos os
animais, apés sacrificio aos 180
dias, a regido de enxertia foi co-
Ihida, descalcificada, preparada
e corada pela hematoxilina-
eosina, permitindo exames de
microscopia optica.

Resultados

Os resultados microbiolégicos e
clinicos estao sumarizados nas
tabelas 1 e 2.

Resultados Histopatologicos

Método 1: todos os animais tive-
ram n&ao uniao ou uniao fibrosa
com pequena quantidade de for-
magao de tecido dsseo na jun-
¢ao hospedeiro/receptor. No 0sso
autoclavado nao houve crescimen-

to de capilares e nenhuma evidéncia de creeping
substitution. Havia Intensa atividade osteoclastica nas bor-
das do enxerto, caracterizando reabsor¢éo 6ssea.

Método 2: em quatro animais (1, 2, 3 e 6) houve evidéncia
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos pacientes submetidos as enxertias 6sseas, com em-
prego de aloenxerto sob diversos métodos de preservagéo, aos 180 dias de observagao

Método 1. Glicerina autoclavada

Caso Cirurgia Método Resultado Observacgbes

1 Osteossintese fémur Pino/cerclagem insatisfatério Fratura do enxerto

2 Osteossintese fémur Pino/cerclagem insatisfatério N&o unido/reabsor¢ao
3 Osteossintese fémur Pino/cerclagem insatisfatorio Na&o unido/reabsorgao
4 Osteossintese radio Placa insatisfatério Nao unido/reabsorgao
5 Osteossintese radio Pino/cerclagem insatisfatorio N&o unido/reabsorgdo
6 Osteossintese radio Placa insatisfatério Fratura do enxerto
Método 2. Glicerina

1 Osteossintese fémur Pino/cerclagem satisfatério -

2 Osteossintese fémur Placa satisfatério -

3 Osteossintese fémur Pino/cerclagem satisfatério -

4 Osteossintese radio Pino insatisfatério N&o unido/reabsorg¢éao
5 Osteossintese radio Placa insatisfatério Fratura do enxerto

6 Osteossintese radio Placa satisfatério -

Método 3. Merthiolate

Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese radio
Osteossintese radio
Osteossintese radio

Pino/cerclagem
Pino/cerclagem
Pino
Pino
Placa
Placa

satisfatério
insatisfatério
insatisfatorio
insatisfatdrio

satisfatério

satisfatdrio

N&o unido/reabsorg¢ao
N&o unido/reabsorg¢éao
N&o unido/reabsorg¢éao

étodo

4. Congelamento
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese radio
Osteossintese radio
Osteossintese radio

Pino/cerclagem

Pino/cerclagem

Pino/cerclagem
Pino
Placa
Placa

satisfatério
satisfatorio
satisfatério
satisfatério
satisfatério
satisfatério

étodo

étodo
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5. Autoclavagem
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese radio
Osteossintese radio
Osteossintese radio
6. Refrigeragao
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese fémur
Osteossintese radio
Osteossintese radio
Osteossintese radio

Pino/cerclagem

Pino/cerclagem

Pino/cerclagem
Pino
Placa
Placa

Pino
Pino/cerclagem
Pino/cerclagem

Placa
Placa
Pino

insatisfatorio
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério

insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério
insatisfatério

N&o unido/reabsorgdo
Fratura do enxerto
N&o unido/reabsorgao
Nao unido/reabsor¢édo
Fratura do enxerto
Sequestro

N&o unido/reabsor¢édo
Sequestro
N&o unido/reabsorgédo
N&o unido/reabsorgao
Fratura do enxerto
Sequestro

Tabela 2: Resultados de exames microbioldgicos dos 0s-
sos estocados nos diversos meios de preservagéao, realiza-
dos mensalmente e imediatamente antes das cirurgias

de unido éssea, principalmente na extremidade proximal,
com formagéo de tecido ésseo, caracteristico de calo 6s-

seo. Nao houve uma interface histoldgica visivel entre o
enxerto e o0 0sso novo formado a partir do receptor. Houve
o crescimento de capilares a partir do osso novo formado

e se estendendo dentro do osso enxertado.

Nos outros dois animais do grupo (4 e 5) havia uma
interface histoldgica entre o enxerto e o receptor preen-
chida por tecido fibroso. Nao havia sinais de crescimento
capilar para o interior do enxerto e apenas lacunas vazi-

Amostras
Métodos
Contaminadas Nao-contaminadas Contaminantes
n %o n % Sl SA
Glicerina 0 0 12 100 0 0
Autoclavada
Glicerina 2 17 10 83 1 1
Merthiolate 5 42 7 58 5 1
Congelamento 0 0 12 100 0 0
Autoclavagem 0 12 100 0 0
Refrigeragao 6 50 6 50 7 1

n: nimero de animais
Sl: Staphylococcus intermedius; SA: Staphylococcus aureus
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as, caracterizando osso morto. Havia atividade
osteoclastica nas bordas do enxerto caracterizando
reabsorgao dssea.

Método 3: em 50% dos animais (2,3 e 4) havia entre o
enxerto e o receptor uma interface preenchida por teci-
do fibroso. Nao havia sinais de crescimento capilar para
o interior do enxerto e apenas presenga de lacunas va-
zias, caracterizando osso morto. Havia atividade
osteoclastica nas bordas do enxerto caracterizando
reabsorgao 0ssea.

Nos outros 50% (animais numeros 1, 5 e 6) estava carac-
terizada osteogénese a partir do enddsteo e peridsteo re-
ceptor. Havia proliferagao de osteoblastos e osteoclastos
a partir do enddsteo receptor e neovascularizagao capilar
invadindo o enxerto. Havia também discreta desorganiza-
¢ao estrutural do novo periésteo formado, assim como for-
magao de tecido 6sseo na periferia do enxerto, caracteris-
tica de calo 6sseo.

Método 4: osteogénese a partir do enddsteo e peridsteo
receptor, mais intensamente a partir da porgao proximal,
junto com proliferagao de osteoblastos e osteoclastos a
partir do enddsteo receptor e neovascularizagéo capilar
invadindo o enxerto. Havia uma desorganizag¢ao estrutu-
ral do novo peridsteo formado e formagéo de 0sso novo
na periferia do enxerto caracteristica de calo ésseo.

Método 5: histologicamente a regido de enxertia dos ani-
mais de nimeros 1 a 5 estava caracterizada por nao uniao
ou uniao fibrosa com pequena quantidade de formagéao de
tecido ésseo na jungao hospedeiro/receptor. No 0sso en-
xertado ndo havia crescimento de capilares e nenhuma
evidéncia de creeping substitution. A presenga de intensa
atividade osteoclastica nas bordas do enxerto caracteriza-
va reabsor¢ao éssea.

No animal de nimero 6 havia absorgéo éssea na cortical
do enxerto e tendéncia ao isolamento do fragmento pela
presenca de tecido fibroso ao seu redor.

Método 6: histologicamente, a regido de enxertia dos ani-
mais de numero 1 a 5 estava caracterizada por nao-uniao
ou unigo fibrosa com pequena quantidade de formagao de
tecido 6sseo na jungao hospedeiro/receptor. No 0sso en-
xertado ndo havia crescimento de capilares e nenhuma
evidéncia de creeping substitution. Havia Intensa atividade
osteoclastica nas bordas do enxerto caracterizando
reabsorgédo dssea. :

Nos animais de numeros 2 e 6 havia absorgdo 6ssea na
cortical do enxerto e tendéncia ao isolamento do fragmen-
to pela presencga de tecido fibroso ao seu redor.

Os aspectos do 0sso no meio de preservagéo e fora des-
te, a época da enxertia, estdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3: Aspectos do meio de preservagéo, do 0sso dentro do mesmo e do osso fora do meio a época da enxertia, nos

seis métodos avaliados.

Aspectos do meio

Métodos de preservagao

Aspecto do osso
dentro do meio

Aspecto do osso fora do
meio, a enxertia

Glicerina
Autoclavada

— Aspecto turvo e engordurado
— Fungéao de lente

Glicerina — Funcgao de lente
— Transparente
Merthiolate — Transparente

Congelamento — Turvo (leitoso)

Autoclavagem — Bolhas de gordura na parede e

deposi¢ao no fundo do tubo

Refrigeracao — Tubo transparente

— Cozimento
— Enegrecimento da parte mole

— Fraturas longitudinais (50%)

— Coloragao avermelhada

— Seco e quebradigo

aderida

— Seco e quebradigco

— Normal — Aspecto normal

— Resisténcia normal
— Nao visivel — Aspecto normal

— Resisténcia normal
— Cozimento — Seco e quebradico

— Enegrecimento da parte mole

aderida

— Aspecto normal
— Resisténcia normal

Discussao

Na presente pesquisa a coleta dos 0ssos ocorreu imediata-
mente apos o sacrificio do animal mas, segundo Tomford et al.
(1983), eles podem ser colhidos de cadaveres mantidos sob
refrigeragéo por um periodo de até 12 horas. Nenhum paciente
com evidéncia de infecgdo pode ser doador (Jonck, 1981 ;
Kerwin et al., 1991), assim como os portadores de doengas
metabdlicas que afetam o osso (Chapman e Villar, 1992).
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Costa (1996) realizou a coleta de forma limpa e nao-
asséptica e, apesar de nao ter encontrado manifestagées
de contaminagdo, cita que é consenso que somente deve-
rd ser realizada quando o osso for submetido a um método
de esterilizagdo durante a estocagem. Nesta pesquisa, os
ossos foram colhidos de maneira asséptica e nos traba-
lhos de Melo (1997), mesmo quando foram esterilizados
posteriormente.



Os resultados microbiolégicos sugerem que mesmo na
coleta estéril, os ossos colhidos podem ter-se contamina-
do por agentes da pele. Mas nao pode ser descartada a
possibilidade de contaminagéo durante a estocagem (Henry
e Wadsworth, 1981). Estes aspectos reforcam a coerén-
cia do procedimento utilizado nesta pesquisa, no qual em
todas as culturas que apresentaram resultados positivos
os ossos foram descartados, sendo este procedimento re-
comendado para futuros bancos.

E importante o controle periodico da qualidade do osso es-
tocado. Entretanto, durante a coleta das amostras existe a
possibilidade de contaminagao do meio e a coleta de mate-
rial, & época da implantagao, para realizagdo de exame
microbioldgico sé demonstrara a contaminagéo apos a ci-
rurgia, como aconteceu com o animal 1, no método 2, que
aparentemente néo interferiu no processo de reparagéo, pois
foi classificado como bom resultado (Tabela 1, animal 1).
Além disso, deve-se considerar que fatores outros que a
implantagao do enxerto, tais como dissecgéo extensa, tempo
operatdrio longo, instrumentos ou pessoal contaminado,
podem produzir ou contribuir para a contaminagao bacteriana.

Os maus resultados obtidos nos métodos 1 e 5 permitem
concordar que a alta temperatura causou desnaturagdo das
proteinas ésseas (Jonck, 1981) e prejudicou a remodelagdo
apos o implante (Hart et al., 1984). Segundo Jonck (1981),
0 o0sso fervido é o ultimo a ser incorporado pelo receptor,
porque a capacidade indutora de reparo € completamente
destruida. Provavelmente, a autoclavagem com propdsitos
de esterilizagéo leva a coagulagdo sanguinea e desnaturagao
das proteinas nos canais de Havers e desnaturagdo do
colageno dsseo. Entédo, enquanto a coagulagéo impede a
revascularizagdo, a deshaturagéo da matriz impede o pro-
cesso bioldgico normal de reparo. Além disso, a proteina
6ssea morfogenética (BMP) é destruida por técnicas roti-
neiras de autoclavagem (Tomford et al., 1983).

Pode-se inferir que 0 osso autoclavado requer maior tem-
po para revascularizagdo e incorporagéo, e nesta época o
enxerto torna-se quebradico (Tabela 3), sua resisténcia
mecanica é pequena e normalmente acontecem fraturas.
Além disso, é preciso reconhecer que é desvantajoso aos
enxertos fervidos, autoclavados, ou conservados em
merthiolate ndo conservarem a osteoindugao (BMP) e pos-
suirem baixa osteocondugdo segundo Tomford et al. (1983).

Apesar de Pigossi (1967) relatar os efeitos bactericida e
fungicida da glicerina, no método 2 duas amostras (17%)
estavam contaminadas. Tanto Pigossi (1967) quanto Costa
(1996) reidrataram seus enxertos em solugéo fisioldgica com
antibiético, enquanto que no método 2 a reidratagéo foi feita
apenas com solugao salina, o que pode justificar o achado.

A preservagao em glicerina interferiu de alguma maneira na
eficacia do enxerto. As propriedades biomecéanicas foram
alteradas devido a desidratagédo e apareceram fraturas e
microfraturas no osso ainda dentro do meio (Tabela 3), con-
cordando com Costa (1996), que verificou perda de resis-
téncia de enxertos preservados neste meio.

Os processos de desidratagao e reidratagdo, no transoperatdrio,
pelos quais 0 osso em glicerina é obrigado a passar, inter-
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ferem na sua resisténcia mecéanica e, a essa época, ele
se apresentou ressequido e sem tenacidade, justificando,
portanto, as complica¢des encontradas nos animais de
numeros 4 e 5 do método. '

Nos ossos tratados com merthiolate os resultados experimen-
tais foram pobres. O enxerto desencadeou pouca osteogénese
e proliferagéo, e quando 0 mesmo fraturou néo houve evidén-
cia histolégica de cura. Some-se a isso a toxicidade da solu-
¢ao para os tecidos, descrita por Jonck (1981).

Neste estudo, a metade dos enxertos nao teve resultado
clinico satisfatério. Ja nas pesquisas de Reynolds et al.
(1951), somente 30% dos enxertos conservados desta
maneira falharam. Além disso, a baixa eficacia do
merthiolate como esterilizante quimico foi demonstrada pelo
alto numero (42%) de amostras contaminadas.

Nesta pesquisa e no trabalho de lamaguti (1973), o conge-
lamento do osso foi realizado a -16°C, que é a temperatura
dos congeladores residenciais. Achados clinicos e experi-
mentais tém demonstrado que, nesta técnica, a
imunogenicidade 6ssea foi parcialmente retida, mas nao
interferiu no processo de reparagéo (resultado bom, tabela
1), concordando com os achados de Pelker et al. (1983) e
Bloomberg et al. (1984), Hart et al. (1984). Pode-se conje-
turar que células intactas sdo necessarias para induzir a
reacdo, e que o congelamento lesa estas células reduzin-
do suaimunogenicidade (Friedlaender, 1982 ; Tomford et
al., 1983 ; Mankin et al., 1983 ; Bradford et al.,1987).

Estudos sugerem que o congelamento néo afeta a resistén-
cia mecénica do enxerto ¢sseo (lamaguti, 1973). J& Pelker

_ et al. (1983) relatam uma diminuigcdo da resisténcia ténsil e

compressiva emtorno de 10%. Deve ser considerado que a -
16°C as enzimas no tecido sdo ainda ativas e eventualmente
diminuem a resisténcia biomecénica do osso. Nas circuns-
tancias deste trabalho, esta diminuigdo néo foi clinicamente
importante porque é sabido que, tanto a resisténcia ténsil
quanto a compressiva, diminuem significativamente durante
aincorporacgéo (Bloomberg et al., 1984; Wilson et al., 1985).

Além dos bons resultados obtidos com o método 4 em
termos de aspecto do 0sso e propriedades mecanicas, é
preciso considerar que a BMP ativa tem sido demonstrada
em enxertos congelados (Friedlaender, 1982).

Os resultados do método 6 foram desalentadores: nenhum
foi bom e 50% das amostras se contaminaram. Entretan-
to, pode-se conjeturar que o0 0sso pode também ser man-
tido em refrigeragéo, mas por um curto periodo de tempo,
apesar de que temperatura em torno de 0°C nao para a
destruigdo enzimatica de proteinas, e que fungos e bacté-
rias podem proliferar nesta temperatura.

Conclusao

Considerando o conceito: “os objetivos de qualquer banco de
ossos envolvem preservar a integridade fisica doimplantee a
proteina osteoindutora, reduzir sua imunogenicidade, e preser-
var sua esterilidade”, conclui-se que, dos métodos testados, o
que apresenta melhores resultados é a preservacdo 6ssea em
solugao fisiolégica com cefalosporina congeladoa-16°C.
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Abstract

Six methods of bone allografts preservation were compared. The bone proteins were denatured by autoclaving and this
process interfered in the graft incorporation. The glycerin 98% solution were not effective in the sterilizing the bone and
modified its biomechanics properties. The refrigeration and the merthiolate solution were not effectives in the sterilizing
and the grafts failed. The bone preserved under freezing in physiologic solution plus antibiotic remained sterile, preserving

its physical integrity and the graft did not fail.
Keywords: bone allografts; bone bank; traumatology.
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