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Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo: Verificar as similaridades físico-químicas por meio de análises orgânicas e minerais de ossos liofilizados humanos e bovinos

produzidos a partir de um protocolo de processamento desenvolvido pelos autores. Métodos: Métodos: Métodos: Métodos: Métodos: Determinaram-se os percentuais de

extrato etéreo (gordura bruta), proteína total (nitrogênio total) e composição mineral (fósforo total, P2O5 total, cálcio total, sódio

total, cinzas e cloretos) das amostras de ossos humanos e bovinos liofilizados. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados: O percentual de gordura e de proteína

bruta foi de 0.14% e 0.06%, e de 27.20% e 27.53%; enquanto que a composição mineral demonstrou 4.3% e 4.3% de nitrogênio;

11.9% e 11.9% de fósforo total; 27.1% e 27.2% de P
2
O

5
; 24.6% e 23.7% de cálcio total (relação Ca/P: 2.06 e 1.99); 0.57% e 0.46%

de sódio total; 64.8% e 64.3% de cinzas; e 1.3% e 1.3% de cloretos, para as amostras de osso humano e bovino, respectivamente.

Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada entre ossos bovinos e humanos após o processo de liofilização.

ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão: Avaliações de características físicas e químicas de ossos liofilizados bovinos e humanos claramente demonstraram que

estes ossos mantêm virtualmente todas as características de osso original e de similaridades com os ossos humanos, levando a um

produto final com boa biocompatibilidade.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Testes de toxicidade. Transplante ósseo. Liofilização.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

A utilização de enxertos ósseos em operações ortopédi-
 cas, crânio-maxilo-faciais e odontológicas está cada

vez mais difundida e com demanda crescente principal-
mente pelo aumento na complexidade dos procedimentos
e das reconstruções dos defeitos ósseos1.

O enxerto autólogo fresco permanece como pa-
drão ouro devido a suas propriedades estruturais, ausência
de resposta imune e capacidades osteoindutora,
osteocondutora e osteogênica. Porém suas desvantagens,
como o aumento do tempo cirúrgico devido à retirada do
enxerto, a pequena quantidade obtida, e a morbidade as-
sociada a esse procedimento, têm limitado sua utilização2,3.

O enxerto homólogo congelado também é mui-
to utilizado e considerado excelente alternativa, uma vez
que evita a morbidade relacionada ao sítio doador. Sua
disponibilidade, entretanto, ainda é muito limitada em nosso
meio e, embora raras, existem possibilidades de transmis-
são de doenças infecto contagiosas e tumorais relaciona-
das ao seu uso4-6.

Dessa forma, biomateriais alternativos de natu-
reza sintética ou natural e diferentes métodos de
processamento e armazenamento de tecido ósseo têm sido
propostos e exaustivamente estudados. Entre esses méto-

dos está a liofilização que permite o processamento, a es-
terilização e o armazenamento de enxertos ósseos
homólogos e mesmo heterólogos, principalmente de ori-
gem bovina, aumentando assim, o leque de opções de te-
cidos implantáveis. Deve-se levar em consideração que o
osso bovino possui disponibilidade praticamente ilimitada
e, se processado adequadamente, mantém grande simila-
ridade físico-química e estrutural com o humano7.

As dificuldades em obter quantidades adequa-
das de enxerto ósseo estimularam os autores a desenvolve-
rem um protocolo de processamento de enxerto ósseo
liofilizado humano e bovino visando diminuir significativa-
mente sua antigenicidade, além de alterar minimamente a
sua composição em relação aos enxertos ósseos não pro-
cessados.

Segundo dados da literatura os ossos in natura
são constituídos, basicamente, de uma matriz orgânica de
colágeno tipo I contendo proteoglicanas de baixa massa
molecular e proteínas não colágenas que correspondem a
25% do seu peso; uma parte mineral que corresponde a
65% e 10% de água8,9. Baseados nesses dados, realizou-
se a determinação das características físico-químicas dos
enxertos ósseos produzidos com a metodologia desenvolvi-
da pelos autores deste trabalho para validação do processo
e posterior comparação.
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O objetivo desse estudo é verificar as similarida-
des físico-químicas por meio de análises orgânicas e mine-
rais de ossos liofilizados humanos e bovinos produzidos a
partir de um protocolo de processamento especificamente
desenvolvido para esse fim.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

As amostras de osso humano e bovino foram pro-
cessadas conforme protocolo desenvolvido pelos autores e
que seguem basicamente as seguintes etapas: a matéria
prima é submetida a processos físicos e químicos para re-
moção de agentes antigênicos, bacterianos, virais ou pro-
teínas infecciosas. Os ossos são expostos a banhos sucessi-
vos de agentes oxidantes, solventes orgânicos e soluções
alcalinas. Após são cortados em diversos formatos,
liofilizados, embalados e esterilizados com irradiação gama.
Foram realizados três ensaios em cada amostra de osso
humano e bovino.

Os ensaios relatados foram realizados nos Labo-
ratórios de Análises da Faculdade de Agronomia da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil.

Determinaram-se os percentuais de extrato etéreo
(gordura bruta), proteína total (nitrogênio total) e composi-
ção mineral (fósforo total, P2O5 total, cálcio total, sódio
total, cinzas e cloretos) das amostras de ossos humanos e
bovinos liofilizados.

A determinação do extrato etéreo (DEE) é feita
por meio da extração com solvente orgânico das gorduras
presentes na amostra (éter etílico, éter de petróleo, éter sul-
fúrico) seguida da remoção por evaporação ou destilação do
solvente.  O resíduo obtido contém todos os compostos que,
nas condições da determinação, possam ser extraídos pelo
solvente (lipídios, esteróis, fosfatídeos, vitaminas A e D,
carotenóides, óleos, essências, pigmentos, etc.).

A determinação do nitrogênio total (DNT) foi re-
alizada pelo método de Kjeldahl, que mede o nitrogênio
total, proteínas e outros compostos, e consiste em três pas-
sos: digestão, destilação e titulação. Como este método
dosa a amônia, é preciso fazer-se conversão dela em nitro-
gênio protéico. Convencionou-se entre os Laboratórios de
Análises, o uso do fator 6,25 para todas as amostras, inde-
pendente de ser de origem animal ou vegetal, a fim de
evitar erros na comparação dos dados, caso não fosse cita-
do o fator de conversão utilizado.

Para as dosagens do fósforo total, P2O5 total,
cálcio total, sódio total foi utilizado o método de digestão
úmida nítrico-perclórica, conforme descrito por Tedesco com
limite de detecção de 0,01% 10.

O percentual de cinzas foi determinado por
gravimetria com queima a 550°C, método analítico quanti-
tativo cujo processo envolve a separação e pesagem de
um elemento ou composto do elemento na forma mais
pura possível.

Para a determinação do percentual de cloreto,
optou-se pela argentometria, método de dosagem por meio
de uma solução titulada de um sal de prata.

Na análise estatística descritiva foram utiliza-
dos média aritmética, desvio padrão, valores máximos e
mínimos e mediana para as variáveis quantitativas, e
percentuais para as variáveis qualitativas. Para compa-
ração das características físico-químicas das amostras de
osso de origem bovina com as amostras de ossos de ori-
gem humana foram utilizados o teste t de student ou o
teste para tendência linear em proporções quando apli-
cável.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Conforme os métodos de DEE de DNT (método
de Kjeldahl) os resultados da composição orgânica das
amostras analisadas evidenciaram percentual de gordura
de 0,14% na amostra de osso bovino e 0,06% na humana;
o DNT apresentou percentual de proteína bruta de 27,20%
para a amostra bovina e 27,53% para a humana (Tabela
1). Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi
observada entre ossos bovinos e humanos após o processo
de liofilização.

A composição mineral das amostras, obtida pe-
los métodos descritos demonstrou para o osso humano,
4,3% de nitrogênio, 11,9% de fósforo total, 27,1% de P
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5
,

24,6% de cálcio total (relação Ca/P: 2,06), 0,57% de sódio
total, 64,8% de cinzas e 1,3% de cloreto; o osso bovino
apresentou 4,3% de nitrogênio, 11,9% de fósforo total,
27,2% de P
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5
, 23,7% de cálcio total (relação Ca/P: 1,99),

0,46% de sódio total, 64,3% de cinzas e 1,3% de cloreto
(Tabela 2).

Tabela 1 –Tabela 1 –Tabela 1 –Tabela 1 –Tabela 1 – Resultados da composição orgânica das amostras.

E lementosE lementosE lementosE lementosE lementos Osso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izado

Bov ino*Bov ino*Bov ino*Bov ino*Bov ino* Humano*Humano*Humano*Humano*Humano*

Proteína Bruta 27,20 27,53
Extrato Etéreo 0,14 0,06
pH 7,41 7,58

*NS – não significativo, teste t de Student.

Tabela 2 –Tabela 2 –Tabela 2 –Tabela 2 –Tabela 2 – Resultados da composição mineral.

Elementos (%)Elementos (%)Elementos (%)Elementos (%)Elementos (%) Osso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izadoOsso Liofil izado

Bov ino*Bov ino*Bov ino*Bov ino*Bov ino* Humano*Humano*Humano*Humano*Humano*

Nitrogênio (TKN) 4,30 4,30
Fósforo total 11,90 11,90
P

2
O

5
 total 27,20 27,10

Cálcio total 23,70 24,06
Ca/P 1,99 2,06
Sódio total 0,46 0,57
Cinzas 64,30 64,80
Cloretos 1,30 1,30

*NS – não significativo, teste t de Student.
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DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A similaridade físico-química entre ossos de ori-
gem humana e bovina in natura já foi descrita e demons-
trada em diversos trabalhos científicos, sendo apontada
como um dos fatores positivos em relação à utilização de
enxertos ósseos liofilizados de origem bovina em seres hu-
manos7.

Entretanto, diversas formas de processamento
que visam deliberadamente alterar a composição físico-
química óssea, como a desmineralização parcial ou total,
desproteinização a altas temperaturas ou outros métodos,
acabam por descaracterizar e diminuir essa similaridade11.

O processo de liofilização desenvolvido pelos
autores visou manter as características básicas do tecido
processado o mais próximo possível do osso in natura, sub-
traindo apenas os possíveis agentes imunogênicos, como
células medulares e gordura; quebrando quimicamente as
cadeias protéicas e retirando agentes infecciosos
bacterianos, virais e priônicos. Além disso, a completa re-
moção celular elimina virtualmente ao risco de transmissão
de doenças tumorais5.

A escolha da liofilização de ossos bovinos, e não
de outra espécie, deveu-se aos fatos de haver muitos tra-
balhos sobre sua composição e interação com pacientes
humanos, ter artigos publicados com seu uso em diversos
tipos de cirurgias ortopédicas e crânio-maxilo-faciais, além
da grande oferta e disponibilidade.

O percentual de gordura residual encontrado
nestas análises está dentro dos padrões internacionais de
controle de qualidade para biomateriais (dados não apre-
sentados), é comparável às caracterizações de outros pro-
dutos e parece não acarretar prejuízo em relação à sua
utilização.

Já há algum tempo, existem disponíveis comer-
cialmente enxertos ósseos liofilizados de origem bovina de
diversos fabricantes.  Um dos mais conhecidos e estudados

é o da marca LUBBOC™. Embora seu processo de manufa-
tura não seja conhecido, sua análise físico-química está
relatada na literatura e demonstra a manutenção das ca-
racterísticas originais ósseas além de resultados clínicos
animadores. Realizando a comparação entre as análises
do enxerto ósseo obtido pelo protocolo desenvolvido pelos
autores e o osso LUBBOC, constatou-se grande similarida-
de sobretudo na quantificação de proteína, resíduos pós-
queima e quantidade de cálcio12.

Partindo-se do princípio de que há forte similari-
dade físico-química entre tecidos ósseos com origem hu-
mana e bovina in natura, analisou-se quimicamente essa
similaridade dos tecidos após serem submetidos ao
processamento segundo protocolo aqui apresentado. Des-
sa forma as análises físico-químicas realizadas, demonstra-
ram características minerais e protéicas similares entre as
diferentes amostras mesmo após todo o processamento13.

As pequenas diferenças, embora não significati-
vas, entre as amostras podem ser devidas às diferentes fai-
xas etárias ósseas entre as espécies estudadas, uma vez
que as amostras de ossos bovinos foram extraídas de ani-
mais jovens, enquanto as humanas eram provenientes de
indivíduos idosos, geralmente obtidas durante artroplastias
totais de quadril, o que certamente influiu na determina-
ção das características estudadas. Além disso, as diferen-
ças biológicas inerentes entre as espécies do estudo não
podem ser desconsideradas.

Em conclusão, os resultados obtidos claramente
demonstram que o processo de liofilização utilizado pelos
autores potencialmente preserva as características físico-
químicas do osso, resultando em produto final que man-
tém virtualmente a totalidade das características similares
ao osso humano original. Entretanto, as características de
diferentes fontes de produto ósseo ainda devem ser melhor
compreendidas e ter determinado o seu controle de quali-
dade, o que certamente permitirá utilização mais segura e
com maior abrangência.

A B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C T

Objectives: Objectives: Objectives: Objectives: Objectives: To determine the physical and chemical characteristics and similarities between lyophilized bone from bovine and
human sources manufactured in a semi-industrial scale, according to a modified protocol developed by the authors. Methods:Methods:Methods:Methods:Methods: The
percentages of fat extract (raw fat), total protein (total nitrogen) and mineral composition (total phosphorus, total P2O5, total
calcium, total sodium, ashes and chlorides) was determined on the samples of lyophilized human and bovine bones. ResultsResultsResultsResultsResults: The
percentage of fat extract and raw protein was of 0.14% and 0.06%; and 27.20% and 27.53%; whereas the mineral composition
demonstrated 4.3% and 4.3% of nitrogen; 11.9% and 11.9% of total phosphorus; 27.1% and 27.2% of P

2
O

5
; 24.6% and 23.7%

of total calcium (Ca/P relation: 2.06 and 1.99); 0.57% and 0.46% of total sodium; 64.8% and 64.3% of ashes; and 1.3% and 1.3%
of chlorides, for samples of bovine and human bones, respectively. No statistical significant difference was observed between bovine
and human bones after the lyophilization process. Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion:     The assessment of physical and chemical characteristics of bovine
and human lyophilized bones has clearly demonstrated that these bones kept virtually all characteristics of a raw bone and keep
similarities to human counterparts, yielding an end product with good biocompatibility.

Key  words:Key  words:Key  words:Key  words:Key  words: Toxicity tests. Bone transplantation. Freeze drying.
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