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RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a resisténcia mecanica de placas
O0sseas produzidas a partir de osso cortical bovino, conservadas em diferentes
meios, e a eficiéncia desses meios em inibir o crescimento de micro-organismos.
Foram utilizadas 168 placas confeccionadas a partir de tibia bovina e conservadas
em glicerina a 98% (n=28), solucdo salina a 150% (n=28), solucdo de acuUcar a
300% (n=28), liquido de Dakin (n=28), congeladas em N,L a - 196°C (n=28), ou
esterilizadas em oxido de etileno (n=28). Apds reidratacdo em solucéo de cloreto de
sédio a 0,9% por seis horas, estas foram submetidas a ensaios mecanicos de
tracdo, compressao, flexdo e torcdo. Foi realizada avaliagdo microbiolégica das
placas anterior e imediatamente apds a reidratacdo, com ou sem adicdo de
enrofloxacina a 0,5%. Nao se observou diferenca significativa (P<0,01) da
resisténcia ao ponto de ruptura entre as placas conservadas nos diferentes meios,
congeladas-descongeladas ou esterilizadas. Micro-organismos foram isolados das
placas conservadas em solucdo saturada de sal, acucar, Dakin ou congeladas em
N.L, anterior e ap0s a reidratacdo. Entretanto, ap6s o uso da solucao de cloreto de
sédio 0,9% acrescida de enrofloxacina a 0,5%, ndo foram isolados micro-
organismos. Portanto, placas de 0sso bovino, conservadas em solucdo saturada de
acucar ou sal, glicerina a 98%, solugcdo de Dakin, congeladas em N,L ou
esterilizadas em Oxido de etileno assemelham-se em relacdo a biomecéanica, e a
reidratagcdo com solucé@o de cloreto de sodio a 0,9% acrescida de enrofloxacina a

0,5% inibe o crescimento microbiano.

Palavras-chave: implantes, enxertos, biomateriais, meios de conservagao, ensaios

mecanicos.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the mechanical strength of bone
plates yielded from bovine cortical bone, conserved in different solutions, and the
efficiency of these solutions in the inhibition of microorganism’s growth. 168 plates
yielded from bovine tibiae were conserved in 98% glycerin (n=28), 150% saline
solution (n=28), 300% sugar solution (n=28), Dakin solution (n=28), frozen in LN at -
196°C (n=28), or sterilized in ethylene oxide gas (n=28). After rehydratated in NaCl
0.9% solution for six hours, plates were subjected to tensile, compression, bending
and twisting testing. Bone plates microbiological evaluation was carried out before
and immediately after rehydratation, with or without enrofloxacin 0.5% addition.
There was no significant difference (P<0.01) on resistance to the rupture point in
plates conserved in the different solutions, frozen-thawed or sterilized.
Microorganisms were isolated from plates conserved in satured salt solution, sugar
satured solution, Dakin solution or frozen in LN,, before and after rehydratation.
However, after the use of NaCl 0.9% solution added enrofloxacin 0.5%,
microorganisms were not isolated. Therefore, bovine bone plates conserved in sugar
or salt satured solution, 98% glycerin, Dakin solution, frozen in LN, or sterilized in
ethylene oxide gas present similar biomechanical tests results, and NaCl 0.9%

solution added enrofloxacin 0.5% rehydratation inhibits microbial growth.

Keywords: implants, grafts, biomaterials, conservation solutions, mechanical testing.
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1. INTRODUCAO

A importancia da qualidade do material empregado na fabricacdo de
implantes metalicos de uso ortopédico vem crescendo a medida que fica evidente a
relacdo entre a composi¢do quimica do metal e a ocorréncia de falha do implante
(GREENE, 1985). Essa falha no emprego de implantes metélicos esta relacionada a
reacdo de rejeicio no organismo receptor, interferéncias nas técnicas de
acompanhamento pdés-operatorias por imagem, e a promoc¢ao de restricdo do
crescimento ésseo fisiologico em pacientes jovens (PIETRZAK et al., 1996). Além
disso, segundo Bdstman (1991), o efeito indesejavel mais preocupante esta
relacionado ao desenvolvimento de osteopenia cortical induzida pelo estresse
desses materiais no tecido 6sseo. Assim, a busca de biomateriais alternativos ao
metal para confeccionar implantes cirtrgicos, como os polimeros biodegradaveis, a
ceramica e os derivados do Oleo da mamona vem crescendo (UHTHOFF;
FINNEGAN, 1983; FISCHER-BRANDIES et al., 1992).

Os biomateriais podem ser definidos como a combinacdo de duas ou mais
substancias de origens naturais ou sintéticas, que sao toleradas de forma transitoria
ou permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6érgdos dos seres Vvivos
(SANTOS et al., 1999; MORAES, 2002; RODRIGUEZ, 2004). Devem ser inertes,
degradaveis ou absorviveis, além de favorecer o crescimento 6sseo por conducéo, e
se possivel, por inducéo. Estas caracteristicas dependem das propriedades fisicas e
guimicas do material, que devem ser compativeis com as reacdes fisiolégicas do
tecido 6sseo (FEHLBERG, 2001; MONCHAU et al., 2002).

No campo de implantes absorviveis, o 0sso bovino liofilizado e esterilizado
aparece como uma alternativa viavel na producdo de parafusos ésseos (MORA,
2000; BENTO, 2003). Entretanto, aspectos estruturais, mecanicos e relativos a
osteointegracdo e osteoindugdo sdo importantes topicos de pesquisa a serem
abrangidos previamente ao uso in vivo de implantes de osso (HAJE; VOLPON,
2006).

De acordo com Alvarenga (1992) e Mota et al. (2002), os meios de
conservacao utilizados para manter as préteses biolégicas devem possuir alto poder

estabilizador, impedindo a total decomposicao dos tecidos e o crescimento de micro-
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organismos, além de conservar, a0 maximo, a integridade celular, aumentar a
resisténcia dos tecidos a tracao e atuar por um periodo prolongado.

As quatro forcas fisiologicas primarias que podem ser aferidas sobre o osso
para definir sua resisténcia sdo a compressao axial, a tensdo axial, a flexdo e a
torcdo (HULSE; HYMAN, 1998). Cada uma destas forgas, isoladamente ou em
conjunto, resulta em um padrédo complexo de pressdes e deformagdes internas no
ambito do osso. Souza (1974) classificou 0os ensaios mecanicos como destrutivos
quando ocorrem a inutilizacdo do material, como nos testes de tracdo, impacto,
torcdo, compressao, flexdo e fadiga; e ndo destrutivos, que incluem os testes
ultrassonogréficos e radiograficos. Contudo, métodos computacionais desenvolvidos
originalmente para analise estrutural em engenharia tém sido utilizados em
biomecénica oOssea, devido fundamentalmente a necessidade clinica de
determinacao das tensdes e deformacbes em 0sSso0s, € nos sistemas osso-implante
submetidos a esforcos mecanicos (HUISKES; CHAO, 1983; PRENDERGAST, 1997,
BRUNSKI et al., 2000).

Deste modo, objetivou-se com este estudo comparar por meio de ensaios
mecanicos destrutivos (compressao, tracao, flexao e torgéo) a resisténcia de placas
confeccionadas a partir de osso bovino conservadas em diferentes meios; e avaliar a
presenca de micro-organismos nas placas 6sseas, anterior e ap0s a reidratacao

destas com solucéo de cloreto de sodio a 0,9% com e sem antibiotico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Um dos principais anseios no tratamento das fraturas dos 0ssos longos € o
retorno rapido da funcdo do membro traumatizado (BRASIL, 2004). Segundo
Piermattei e Flo (1999) e Fossum (2002), esse objetivo é alcancado com a
osteossintese dos segmentos fraturados e a conservacao da vascularizagdo no local
da fratura. Além disso, a técnica utilizada para esta reducdo deve produzir fixacdo
estavel e permitir mobilizacdo rapida dos movimentos dos segmentos 0sseos
fraturados, sendo isto proporcionado quando se utiliza uma fixacéo interna rigida. De
forma geral, isto é promovido ao se utilizar placas 6sseas metalicas, que podem ser
inseridas para atuar como placa de compressao, neutralizagdo ou apoio
(PIERMATTEI; FLO, 1999; FOSSUM, 2002).

Os enxertos e implantes 6sseos sdo amplamente utilizados em situacfes
clinicas com perda de tecido Osseo. Sua aplicabilidade é vasta na cirurgia
reconstrutiva, principalmente na area ortopédica, sendo empregados para 0 reparo
decorrente de traumas, pseudoartroses, correcdo de deformidades, apds resseccéo
tumoral e estimulo a osteogénese (WOOD; BISHOP, 2007).

2.1. Enxertos 6sseos

Segundo Stevenson (1998), os enxertos sao oriundos de tecido viavel ou vivo,
e devem proporcionar estabilidade mecanica, juntamente com estimulo para o
crescimento de tecido 6ésseo no receptor, além de ser fonte de células osteogénicas
e fatores indutivos.

Os enxertos 6sseos sdo denominados de acordo com o seu local de origem e
morfologia. Com relacdo a sua origem, os enxertos podem ser autégenos (tecido
transplantado de um local para outro no mesmo animal), alégenos (tecido transferido
entre dois animais pertencentes a mesma espécie) ou xendgenos (tecido
transplantado de um animal para outro de espécie diferente) (MARTINEZ; WALKER,
1999). Podem constituir-se exclusivamente de osso trabecular, de osso cortical ou
0Sso cortico-trabecular, ou de osso e cartilagem articular (osteocondral)
(STEVENSON, 1998).

De acordo com Abrahams et al. (2000), os enxertos podem induzir a

neoformacdo Ossea por trés mecanismos: osteogénese, osteoinducdo e
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osteoconducdo. A osteogénese é caracterizada quando o préprio enxerto é suprido
de células capazes de formacdo Ossea (osteoblastos); a osteoinducdo é a
capacidade do enxerto de estimular a atividade osteoblastica do tecido Osseo
adjacente (leito receptor) com neoformacdo Ossea. Na osteoconducdo, células
mesenquimais diferenciadas invadem o enxerto, promovendo a formacédo de
cartilagem e em seguida a ossificacdo (RAGHOEBAR et al.,, 2005). Entretanto,
segundo Urist (1965), o enxerto 0sseo conservado ndo atua como elemento
osteogénico, pois o tratamento pode destruir todos os fatores biolégicos que
estimulam a neoformacdo Ossea, principalmente representados pela proteina
morfogenética 6ssea.

Assim, os primeiros enxertos foram utilizados com o objetivo de proporcionar
suporte mecanico, funcdo esta substituida com o desenvolvimento dos implantes
metalicos (GIOSO et al., 2002). Além disso, 0s enxertos proporcionam estabilidade
mecanica (STEVENSON, 1998; GIOSO et al., 2002) quando aplicados em grandes
defeitos, resultantes de traumatismo ou da resseccédo em blocos de 0sso neoplasico.
Também promovem estabilizacdo 6ssea por meio de fixacdo interna. Porém,
segundo Stevenson (1998) e Gioso et al. (2002) passaram a ser importantes por
funcionarem como suporte para crescimento de o0sso novo do hospedeiro
(osteoconducao), como fonte de células osteogénicas e fatores indutivos

(osteoinducéo).

2.2. Implantes

Os Implantes estdo relacionados com tecido ndo vivo, como 0sso cortical
congelado ou material ndo biolégico, como metal ou ceramica. Atualmente, os
implantes ortopédicos mais utilizados sé@o placas e parafusos fabricados com metais
como as ligas de titanio e aco inoxidavel. Suas vantagens estdo nas propriedades
mecanicas, com grande resisténcia as diversas forcas neles exercidas. Contudo,
essas propriedades mecanicas sao diferentes das propriedades mecanicas do 0sso
e, apos a consolidacdo da fratura, esse implante protege o 0sso das cargas
normalmente impostas durante a movimentacdo e apoio dos membros
(STEVENSON, 1998). Segundo Rumpel et al. (2006) e Liu e Wang (2007), essas
cargas normais sdo necessarias a manutencdo da densidade e contorno 0sseos, e

sem elas, o remodelamento 6sseo € afetado, podendo levar a ostedlise local e
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consequente enfraquecimento 6sseo, com possibilidade de novas fraturas. Além
disso, possuem as desvantagens de promoverem tensdo excessiva (UHTHOFF;
FINNEGAN, 1983); corrosao (AGINS et al., 1988) e acumulo de metais nos tecidos
(KIM et al., 1997), devido a liberac&o lenta e progressiva de ions metélicos (debris).
Também podem promover respostas inflamatérias continuas e progressivas,
neoplasias, como os osteossarcomas (KLEINER; SILVA, 2003; PEREIRA et al.,
2005; RASSE et al., 2007; SARGEANT; GOSWAMI, 2007). Outras desvantagens
dos implantes metalicos incluem a interferéncia com algumas técnicas de
diagnostico por imagem, sua possibilidade de migracdo apos implantagcédo, e a
sensibilidade ao calor ou frio (OLIVEIRA, 2005; SARGEANT; GOSWAMI, 2007).
Uma alternativa de diminuir esses problemas é a remocdo do implante apds a
consolidacdo Ossea, 0 que envolve a realizacdo de novo procedimento cirdrgico,
com todos 0s seus inconvenientes, custos e possiveis complicacées (WEILER et al.,
2000).

Assim, como relatado por Hovis e Bucholz (1997), os implantes
bioabsorviveis, comparativamente aos metéalicos, proporcionam vantagens como
promover menor reagdo adversa aos tecidos moles, além da auséncia da
necessidade de posterior remocdo. Além disso, fornecem uma alternativa como
material preenchedor de defeitos, proporcionando um arcabougo para o crescimento
do tecido 6sseo, com resisténcia e elasticidade proximas a do osso (RUMPEL et al.,
2006). De acordo com Dhillon et al. (2008), os implantes biodegradaveis tém
evoluido ao longo das ultimas quatro décadas a partir de folhas simples ou de filmes
de polimeros, para o uso experimental, como pinos biodegradaveis, fios e placas
para fixacao interna das fraturas.

Padilha Filho et al. (2008a) utilizaram com sucesso fibulas de cées
conservadas em glicerina a 98%, como método de fixacao intramedular em fraturas
femorais distais em cées e gatos jovens. Os autores relataram que o tecido 0sseo
empregado na confecgdo dos pinos permitiu maior aderéncia entre o implante e o
0sso hospedeiro, impedindo a rotagdo entre os fragmentos. Ja Gaiga (2002)
empregou pinos confeccionados a partir de tibia e fibula caninas, conservados em
glicerina a 98% ou mel, no tratamento de fraturas transversais umerais de pombos
domésticos. O autor observou, em meédia, consolidagdo 6ssea aos 41 dias pos-

cirurgia, com absorgcdo completa do implante aos 180 dias de pos-operatorio.
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2.3. Biomecéanica 6ssea

As propriedades mecéanicas do osso sédo influenciadas por fatores como
densidade, orientacdo das fibras colagenas, porosidade, conteddo mineral (RHO et
al., 1998), anisotropia, temperatura, entre outros (DINGEE, 2005). Segundo Ashman
(1989), os ossos sdo compostos pela fase mineral, representada pela hidroxiapatita,
pelo colageno e pela agua. Algum tratamento que muda a natureza ou a cComposi¢ao
relativa destes componentes pode mudar as propriedades. Além disso, podem sofrer
interferéncia de tratamentos a que o osso foi submetido para sua conservagao
(secagem, congelamento, liofilizag&do, irradiagdo gama, reidratagdo) ou ainda da
metodologia experimental utilizada para medir suas propriedades mecanicas
(DINGEE, 2005). De acordo com Del Carlo et al. (1999), a maioria dos métodos de
conservacao 6ssea exercem efeito deletério sobre a resisténcia mecénica.

Contudo, testes biomecéanicos tém sido realizados em 0ssos, conservados ou
ndo, visando analisar suas caracteristicas estruturais, tal como estudaram Cornu et
al. (2003) em ossos humanos liofilizados e esterilizados por irradiacdo gama. Assim,
segundo Macedo et al. (1999), a analise da resisténcia de 0ssos conservados para a
utilizacéo futura como implante é de extrema importancia, ja que esse material deve
proporcionar adequado suporte estrutural apos implantado.

Do ponto de vista mecanico, o 0sso pode ser estudado como material (tecido
0sse0) ou como estrutura intacta (por exemplo, o fémur); ambos os estudos tém
finalidades distintas (EVANS, 1976). Quando h& interesse no conhecimento das
propriedades do tecido, amostras sdo retiradas do 0sso e ensaiadas, assim, é
possivel caracterizar o tecido 60sseo por meio da curva tensdo-deformacao. Além
disso, os ensaios mecanicos podem determinar outras propriedades como médulo
de elasticidade e cisalhamento, e limite de resisténcia de ruptura. Esses parametros
sdo importantes, pois ajudam a caracterizar elementos bioloégicos Osseos de
importancia na absorgéo, transmissao e resisténcia a esfor¢os fisicos. Entretanto, ha
variacdo nesses parametros dependente do osso utilizado, da regido do osso e das
condi¢cdes em que a amostra foi colhida, do tipo de tratamento de conservagéo, da
espécie animal em estudo, entre outras (SEDLIN; HIRSCH, 1966). Essas variagoes,
em parte, também advém do fato de que o0 0sso € material viscoelastico (COWIN,
1989), heterogéneo e anisotropico (SEDLIN; HIRSCH, 1966; REILLY; BURSTEIN,
1974).
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7

O osso cortical diafisario € um material composto basicamente por
hidroxiapatita, uma ceramica de alta resisténcia, que Ihe confere rigidez. Também
possui uma matriz composta basicamente por colageno, uma proteina responsavel
por suas propriedades elasticas e plasticas. Sua estrutura ndo homogénea, a
existéncia de trabeculados 6sseos com arquitetura bem definida e a interposicao de
fluidos, conferem caracteristicas de anisotropia e de viscoelasticidade (MEARS,
1979). Estas caracteristicas fazem com que 0 0SSO apresente uma resisténcia
adaptada as tensdes pontuais, variaveis ao longo do tempo (idade, por exemplo),
posicao (localizagdo anatémica) e as solicitacées externas (frequéncia e intensidade
de forcas e nivel de atividade) (ASHMAN, 1989; CAMARGO et al., 2002).

2.3.1. Ensaios mecéanicos

Os ensaios mecanicos utilizados frequentemente para determinacdo das
propriedades mecanicas de osso cortical sdo de tracdo, compressao, flexdo em trés
ou quatro pontos, torcdo, cisalhamento puro, fadiga e micro ou nano penetragao
(DINGEE, 2005).

O ensaio de tracdo € um dos métodos mais eficazes para medir as
propriedades mecanicas do 0sso, visto que a for¢ca de tracdo é aplicada sem induzir
a um momento fletor associado (COWIN, 2001). Neste ensaio, um corpo de prova do
material requerido, de formato retangular ou circular, € submetido a uma deformacéo
longitudinal (DINGEE, 2005). Segundo Cowin (2001), o corpo de prova de 0sso para
0 ensaio de tracao deve ser projetado para que a maior parte da deformacgéo ocorra
na sua porcdo central. Além disso, o seu comprimento deve ser relativamente
grande, e o processo de usinagem para sua fabricacdo deve ser efetuado
cuidadosamente para evitar a formacao de defeitos superficiais, que interferem no
comportamento do material durante o ensaio.

O ensaio de compressdo é comumente usado para testar as propriedades
mecanicas dos 0Ss0s corticais e esponjosos, porém a falta de acuracia axial pode
ocorrer se 0 corpo de prova nao for preparado de forma simétrica, com suas bases
paralelas (GIBSON et al., 2008). Como descrito por Davis et al. (1982), o ensaio de
compressdo é o oposto ao de tragcdo, quando se avalia a direcdo ou o sentido da

aplicacédo da tensdo. Deve-se realizar uma centralizacdo adequada na maquina de
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ensaio do corpo de prova, para que ocorra uma distribuicdo de tensdo homogénea,
evitando a flambagem do corpo de prova, comum em corpos de prova finos.

O ensaio de flexdo pode ser realizado em trés ou quatro pontos do corpo de
prova. De acordo com Dingee (2005), a vantagem do ensaio em trés pontos € a
simplicidade. Porém, podem ser desenvolvidas cargas cisalhantes proximas a secao
média do 0sso. Ja no ensaio de flexdo em quatro pontos desenvolve-se flexdo pura
entre as duas cargas superiores (cisalhamento nulo nesta regido), sendo o volume
de material exposto a esta prova maior que na flexdo em trés pontos (DINGEE,
2005). Como descrito por Reilly e Burstein (1975) e Dingee (2005), quando aplicada
uma tenséo de flexdo num corpo de prova de osso cortical ou de outro material,
desenvolve-se tensdo de compressdo entre sua linha neutra e sua superficie
cbncava, e tensdo de tracdo entre sua linha neutra e sua superficie convexa.

O ensaio de torcao consiste na aplicacdo de carga rotativa em um corpo de
prova geralmente de geometria cilindrica (DAVIS, et al., 1982). Nos esforcos de
torcdo, a deformacédo angular provoca forcas de cisalhamento, cuja tensdo maxima
ocorre no ponto mais distante do centro do eixo maior do osso. Observando uma
seccdo transversal do osso, as for¢cas de reacdo no mesmo, quando submetido a
torcdo, tém o sentido oposto ao da forca de torque aplicada (BURSTEIN et al.,
1972).

2.4. Conservacéao de implantes

Com a consolidacao de varias técnicas utilizadas na preparacdo de enxertos
0sseo0s para 0 armazenamento, a existéncia de diferencas significativas entre as
mesmas passou a ser discutida (CONRAD et al., 1993). Os varios meios e métodos
de conservacdo de o0ssos corticais visam diminuir a antigenicidade das células do
doador a serem implantadas no hospedeiro, aléem de manter um estoque acessivel
de osso disponivel (STEVENSON, 1998). Além disso, segundo Alvarenga (1992),
esses meios devem promover um aumento da resisténcia dos tecidos conservados.

A solucéo saturada de cloreto de sodio a 150% (sal comercial) foi utilizada por
Brun et al. (2002) e Freitas (2006) para conservacdo de pericardio e peritbnio de
bovino, respectivamente. Os autores relataram que esse meio possui propriedade
antisséptica, além de manter as caracteristicas estruturais do tecido nela

conservado. A acdo antibacteriana e antifungica da solucdo saturada de sal é
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oriunda da diminuicdo da atividade de agua que esta promove sobre o tecido,
contudo, ndo foi descartada a possibilidade de que o iodo (presente no sal
comercial) atue neste sentido (BRUN et al., 2002). Reag¢fes do tipo corpo estranho
ou eliminacdo do implante ndo foram detectadas por BRUN et al. (2002) apés
enxertarem pericardio canino conservado em solucdo salina a 150% por 90 dias, na
reparacdo do musculo reto abdominal de ratos, provavelmente devido esta solucdo
possuir funcéo anti-imunogénica.

A solucdo de acucar a 300% foi utilizada com sucesso por Mazzanti et al.
(2001) e Mazzanti et al. (2003) para conservacdo de musculo diafragmatico canino.
Os autores concluiram que o meio manteve aparentemente a resisténcia do implante
e suas estruturas morfolégicas, e que apds a implantacédo teste tecido, ndo foram
observados sinais de infeccdo, ou evidéncias de rejeicdo no local do implante.
Segundo Centero Neto et al. (1997), a concentracdo do agUcar igual ou superior a
250% atua sobre a Escherichia coli, com acéo bactericida in vitro. Além disso, de
acordo com Prata e Fukuda (2001), essa solucdo aumenta a pressao osmatica,
criando condicbes desfavoraveis a reproducdo e crescimento de varias bactérias,
fungos e leveduras. Rappeti (2006) utilizou implantes homdlogos de costelas
conservados em acUcar in natura e a 300% na reconstituicdo da parede toracica de
gatos. O autor relatou que estes meios conservaram o tecido 6sseo, sem induzir
reacoes de rejeicdo no leito receptor, além de manter um nivel de contaminacao
baixa dos implantes, o que ndo promoveu infec¢cao no pés-operatério.

A (glicerina a 98%, mantida em temperatura ambiente, apresenta como
vantagem propriedade antisséptica, atuando como bactericida e fungicida
(ALVARENGA, 1992; RANDI et al., 2002), exceto contra formas esporuladas. Além
disso, segundo Pigossi (1967), diminui a antigenicidade, preserva a textura e
aumenta a resisténcia a tracdo do tecido nela conservado, sem alterar o grau de
elasticidade. De acordo com Pigossi (1964) e Cavassani et al. (2001), a glicerina
desidrata o tecido 0sseo, substituindo a maior parte da agua intracelular, sem alterar
a concentracdo ibnica das células, atuando como protetor da integridade celular e
mantendo a funcdo osteoindutora. Pinto Junior et al. (1995) apos utilizarem enxerto
0sseo cortical autdgeno conservado em glicerina a 98% em caes, ndo verificaram
sinais de rejeicdo, sugerindo que este meio diminuiu a antigenicidade dos tecidos.
Segundo Costa Neto et al. (1999), para ndo estimularem reacdo imunoldgica, as

proteses bioldgicas devem permanecer conservadas neste meio por um periodo
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minimo de 30 dias. Periodo este, que de acordo com Krauspenhar (2003), é o
suficiente para a eliminacdo de bactérias gram negativas. Contudo, de acordo com
Gioso et al. (2002), a glicerina foi capaz de conservar o tecido 6sseo por um prazo
de nove anos de armazenamento, com minimo crescimento microbiano. Amendola
(2007) em estudo com diéfises femorais caninas verificou que 45,71% das amostras
recém-coletadas apresentaram contaminagdo. Apdés 30 dias de conservacdo em
glicerina a 98%, apenas 5,71% das amostras permaneceram contaminadas,
demonstrando a agéo bactericida da glicerina. Costa (1996), Del Carlo et al. (1999) e
Del Carlo et al. (2007) relataram que ossos de cdes conservados em glicerina
demonstraram menor resisténcia quando comparado a ossos frescos. Ja Padilha
Filho et al. (2008a) utilizaram com sucesso fibulas de cédes conservadas em glicerina
a 98% por um periodo minimo de 30 dias, como método de fixacao intramedular em
fraturas femorais distais em cées e gatos jovens. Os autores relataram que o tecido
0sseo empregado na confeccdo dos pinos permitiu maior aderéncia entre o implante
e 0 0sso hospedeiro, impedindo a rotacao entre os fragmentos.

De acordo com Sampaio et al. (2009), o nitrogénio liquido e liquido de Dakin
podem ser utilizados com seguranca para conservacdo de o0sso de coelhos.
Segundo estes autores, estes meios promoveram resisténcia superior quando se
aplicou o teste de micro-tracdo, quando comparado a glicerina a 98%, e maior
estabilidade quanto as caracteristicas biomecéanicas. Assim, 0s autores 0s indicaram
para a utilizacdo em bancos de 0ssos corticais, visto que apresentaram baixo custo
operacional e facilidade na execucdo da técnica de preparo e conservacao 0ssea.
Além disso, Cunninghan e Joseph (1980) concluiram em estudos in vitro, que o
Liquido de Dakin possui caracteristica bactericida, porém com meia-vida curta,
quando a mesma € aquecida a 37°C. Contudo, Dakin (1915) recomendou armazenar
este produto em vidro ambar e conserva-lo em ambiente fresco e isento de luz.
Pécora et al. (1987) observaram que ao armazenar este produto em vidro ambar e
em geladeira, ocorre diminuicdo de 25% do cloro contido na solugdo, ap0s um
periodo de 122 dias. J4, quando mantido a temperatura ambiente, essa diminui¢cao
foi de 69%.

O congelamento atualmente € o método de escolha para a conservacédo de
enxertos, pois reduz o potencial imunogénico, preservando as propriedades
biomecénicas e osteoindutivas do tecido 0sseo, além de inibir o crescimento

bacteriano e manter a integridade da matriz 6ssea (MANKIN et al., 2005). Pelker et
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al. (1984) relataram que em comparacao ao 0sso fresco, 0os enxertos congelados a
baixas temperaturas ndo tém suas propriedades biomecénicas afetadas. Segundo
Moreau et al. (2000) e Hou et al. (2005), as temperaturas usadas na criopreservagao
do osso diminuem eficientemente a antigenicidade do tecido. Entretanto, de acordo
com Schafer et al. (1976), o nitrogénio liquido, pode atuar como um veiculo para a
transmisséo de virus, bactérias e fungos resistentes a baixas temperaturas. SOUZA
et al. (2006) ao avaliarem microbiologicamente sémen de caprinos diluido em leite
desnatado, utilizando penicilina e estreptomicina, gentamicina ou sem antibidtico, e
criopreservados em nitrogénio liquido, verificaram que pds-descongelagcdo, a
bactéria do género Staphylococcus sp. estava presente na maioria das amostras.

Segundo Volpon e Costa (2000), ossos esterilizados em 6xido de etileno sao
uma alternativa para a substituicdo do enxerto autdégeno fresco; sendo viavel para a
constituicdo de banco de ossos. Em seu estudo, observaram que amostras de 0Sso
cortico-esponjoso do homem, quimicamente processados e esterilizados em Oxido
de etileno, e conservados em temperatura ambiente, apresentaram maior resisténcia
ao teste de compresséo, quando comparadas com amostras do mesmo 0SSO ho seu
estado natural. Entretanto, Johnson e Stein (1988) apds compararem enxertos
autologos frescos em fémures de cdes, com enxertos homodlogos 0sseos
esterilizados pelo 6xido de etileno, concluiram que os esterilizados e mantidos a
temperatura de 22°C tornaram-se quebradicos. Além disso, relataram presenca de
fissuras ou lascas durante preparacdo dos enxertos. Também Haje et al. (2007),
relataram que o processamento quimico e uso do 6xido de etileno como forma de
esterilizacdo de parafusos produzidos a partir de 0sso cortical bovino, promoveram
amalgamacao das fibras 6sseas.

Hofmann et al. (2003) realizaram um estudo biomecénico, por meio de
ensaios de flexdo em trés pontos, em pinos confeccionados a partir de osso cortical
proveniente de tibias bovinas, desengordurados com acetona e esterilizados com
oxido de etileno, por autoclavagem e por radiacdo gama. Os autores descreveram
gue o0s 0ssos tratados com oOxido de etileno apresentaram menor grau de rigidez,
guando comparado ao osso fresco. O mecanismo de acdo do oxido de etileno se da
pela alquilagdo de compostos no interior dos micro-organismos, principalmente a
guanina e a adenina presente no DNA. Por esta razdo, o Oxido de etileno é
extremamente eficiente na eliminacdo da maioria dos micro-organismos, seja na

forma vegetativa ou de esporos. Durante o processo de esterilizacdo, podem ser
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formados subprodutos na presenca de ions cloro (etileno cloridrina) ou de agua
(etileno glicol), tais compostos também séo téxicos e de dificil remocédo (POSSARI,
2003).

2.5. Reidratagéo dos implantes

A reidratacéo do osso a ser implantado pode alterar o desempenho estrutural
de um enxerto 6sseo (AMENDOLA, 2007), podendo causar diminuicdo
(KOMANDER, 1976), aumento (BURCHARDT et al., 1978; SEDLIN; HIRSCH 1966)
ou ndo alterar de forma significativa a resisténcia & compressao de corpos de prova
(PELKER et al.,, 1982; MALININ et al., 1989). A reidratacdo de o0ssos foi
recomendada por Melo et al. (1998) como forma de evitar que 0ssos conservados
em glicerina 98% se tornassem quebradicos a manipulacdo e apresentassem
microfissuras.

Assim, Cowin (2001) recomendou a imersdo do 0osso em cloreto de sédio a
0,9% durante trés horas, como forma de reidratar ossos liofilizados e submetidos a
radiacdo gama, antes da implantacao, justificando ser este tempo suficiente para
que ocorra a reidratacdo do enxerto. Currey (1988) observou que o modulo de
elasticidade, o deslocamento maximo e a ductilidade de osso cortical submetido a
liofilizacdo, foram recuperados apds sua reidratacdo em solucéo salina durante trés
horas. Ja4 Salbego e Raiser (2006), apGs avaliarem a resisténcia de diafises femorais
conservadas em glicerina 98% por 30 dias e submetidas a periodos de reidratacdo
de uma, seis e 24 horas, ou néo reidratadas; encontraram maior resisténcia a carga
compressiva nos 0ssos submetidos a reidratacdo por seis horas. Além disso,
Amendola (2007) em seus estudos verificou que diafises femorais caninas
conservadas em glicerina e reidratadas por seis horas, foram mais resistentes a
forcas compressivas que quando comparada a amostras a fresco.

De acordo com Conrad et al., (1993), ndo ocorreu diferenca com relacdo a
forca de compressdo entre enxertos 6sseos humanos liofilizados reidratados em
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% por 24 horas e enxertos congelados né&o
reidratados. Também Macedo et al. (1999), ap6s avaliarem a resisténcia a
compresséo in vitro de 0sso bovino congelado e de osso bovino liofilizado reidratado
por 90 minutos, em uma magquina de compressao automatizada, ndo observaram

diferenca entre os grupos estudados, e também entre ossos hidratados e nédo
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hidratados. Segundo Costa (1996), Del Carlo et al. (1999) e Del Carlo et al. (2007),
uma medida adicional para reidratar 0ssos e prevenir contaminacdes apés
implantados, € a utilizacdo de solucdo fisiologica estéril acrescida de antibiotico,

antes da enxertia.
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CAPITULO 1

Avaliacdo mecanica e microbioldgica de placas produzidas a partir de osso cortical

bovino, conservadas em diferentes meios

Artigo submetido a publicacao no periédico Ciéncia Rural, sob numero de registro
CR 3414/2010
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Avaliacdo mecéanica e microbioldgica de placas produzidas a partir de osso

cortical bovino, conservadas em diferentes meios

Evaluation of mechanical and microbiological plates made from bovine cortical

bone, conserved in several means

Edson Vilela de Melo Filho', Ricardo Marius Della Lucia", Ana Elisa Pato Salgado',
Fernando Borges Miranda', Manuela Aleluia Drago', Marilda Onghero Taffarel', Liana

Mesquita Vilela", Jamili Maria Suhet Mussi', Warley Gomes dos Santos', Marcos

Santos Zanini', Patricia Maria Coletto Freitas'"
RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a resisténcia mecanica de placas
O0sseas produzidas a partir de osso cortical bovino, conservadas em diferentes
meios, e a eficiéncia desses meios em inibir o crescimento de micro-organismos.
Foram utilizadas 168 placas confeccionadas a partir de tibia bovina e conservadas
em glicerina a 98% (n=28), solucao salina a 150% (n=28), solucdo de aclcar a
300% (n=28), liquido de Dakin (n=28), congeladas em N,L a - 196°C (n=28), ou
esterilizadas em 6xido de etileno (n=28). Apds reidratacdo em solucéo de cloreto de
sédio a 0,9% por seis horas, estas foram submetidas a ensaios mecanicos de
tracdo, compresséao, flexdo e torcdo. Foi realizada avaliacdo microbiol6gica das
placas anterior e imediatamente ap0s a reidratacdo, com ou sem adicdo de
enrofloxacina a 0,5%. Nao se observou diferenca significativa (P<0,01) da
resisténcia ao ponto de ruptura entre as placas conservadas nos diferentes meios,
congeladas-descongeladas ou esterilizadas. Micro-organismos foram isolados das
placas conservadas em solucdo saturada de sal, acucar, Dakin ou congeladas em

N,L, anterior e apds a reidratacdo. Entretanto, apos o uso da solucdo de cloreto de
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sédio 0,9% acrescida de enrofloxacina a 0,5%, ndo foram isolados micro-
organismos. Portanto, placas de 0sso bovino, conservadas em solugédo saturada de
acucar ou sal, glicerina a 98%, solucdo de Dakin, congeladas em N,L ou
esterilizadas em oOxido de etileno assemelham-se em relacdo a biomecanica, e a
reidratacdo com solucé@o de cloreto de sodio a 0,9% acrescida de enrofloxacina a

0,5% inibe o crescimento microbiano.

Palavras-chave: implantes, enxertos, biomateriais, meios de conservacao, ensaios

mecanicos.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the mechanical strength of bone
plates yielded from bovine cortical bone, conserved in different solutions, and the
efficiency of these solutions in the inhibition of microorganism’s growth. 168 plates
yielded from bovine tibiae were conserved in 98% glycerin (n=28), 150% saline
solution (n=28), 300% sugar solution (n=28), Dakin solution (n=28), frozen in LN at -
196°C (n=28), or sterilized in ethylene oxide gas (n=28). After rehydratated in NaCl
0.9% solution for six hours, plates were subjected to tensile, compression, bending
and twisting testing. Bone plates microbiological evaluation was carried out before
and immediately after rehydratation, with or without enrofloxacin 0.5% addition.
There was no significant difference (P<0.01) on resistance to the rupture point in
plates conserved in the different solutions, frozen-thawed or sterilized.
Microorganisms were isolated from plates conserved in satured salt solution, sugar
satured solution, Dakin solution or frozen in LN,, before and after rehydratation.
However, after the use of NaCl 0.9% solution added enrofloxacin 0.5%,
microorganisms were not isolated. Therefore, bovine bone plates conserved in sugar
or salt satured solution, 98% glycerin, Dakin solution, frozen in LN, or sterilized in
ethylene oxide gas present similar biomechanical tests results, and NaCl 0.9%

solution added enrofloxacin 0.5% rehydratation inhibits microbial growth.

Keywords: implants, grafts, biomaterials, conservation solutions, mechanical testing.
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INTRODUCAO

A busca por biomateriais alternativos ao metal para confeccionar implantes
cirdrgicos, como os polimeros biodegradaveis, a ceramica e os derivados do 6leo da
mamona, vem ocorrendo devido alguns metais utilizados na confec¢do de proteses
ortopédicas causarem problemas de biocompatibilidade, osteointegracdo e
possuirem modulo de elasticidade acima do ideal (FISCHER-BRANDIES et al.,
1992). Assim, o emprego de materiais produzidos a partir de osso bovino tem sido
proposto na confeccdo de implantes como pinos, placas e parafusos, por poderem
promover as mesmas funcbes de um enxerto 6sseo, ou seja, serem osteoindutores
e osteocondutores (STEVENSON, 1998).

Para a conservacdo destes biomateriais tem sido utilizado diversas
substéancias, que de acordo com MOTA et al. (2002), devem possuir alto poder
estabilizador, impedindo a total decomposi¢ao dos tecidos e o crescimento de micro-
organismos, além de preservar, a0 maximo, a integridade celular e aumentar a
resisténcia dos tecidos a tracao.

Objetivou-se com esse estudo avaliar a resisténcia mecéanica ao ponto de
ruptura de placas produzidas a partir 0sso cortical bovino, conservadas em glicerina
a 98%, solucdo salina a 150%; solucdo de acucar a 300%, liquido de Dakin,
nitrogénio liquido e esterilizadas em 6xido de etileno, bem como a eficiéncia desses

meios de conservacdao relacionados a inibicdo de micro-organismos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para este estudo 168 placas, produzidas a partir de amostras
de tibias bovinas frescas, da por¢cdo médio-diafisaria (sentido longitudinal), oriundas
de abatedouro comercial, coletadas de forma n&o asseéptica. O transporte das tibias
do local da coleta para o local de usinagem das placas foi realizado em sacos
plasticos num intervalo de cerca de uma hora e o processo de producéo das placas
durou cerca de trés horas, ndo havendo refrigeracdo do material nessas etapas. As
placas foram padronizadas com as seguintes dimensfes: 6,0 = 0,4cm de
comprimento, 0,6 + 0,1cm de largura e 0,3 £ 0,1cm de espessura (Figura 1A). Apos
usinagem, foram higienizadas em uma cuba contendo solucdo de cloreto de soédio a

0,9% e distribuidas em seis grupos de igual numero, onde foram conservadas, a
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saber: 1) Grupo Sal (GS) (n=28) — em recipiente de vidro estéril contendo 600mL de
solucdo saturada de sal comercial®, na proporcéo de 1,5g de sal para 1,0mL de
agua destilada; 2) Grupo Acucar (GA) (n=28) — em recipiente de vidro estéril
contendo 600mL de solucéo saturada de aclcar comercial®, na proporcéo de 3,0g
de acucar comercial para 1,0mL de 4gua destilada; 3) Grupo Glicerina (GG) (n=28)
— em recipiente de vidro estéril contendo 600mL de glicerina 98%; 4) Grupo Dakin
(GD) (n=28) — em recipiente de vidro estéril contendo 600mL de liquido de Dakin®:;
5) Grupo Nitrogénio Liquido (GN) (n=28) — em botijdo criogénico contendo nitrogénio
liquido & -196°C; 6) Grupo Oxido de Etileno (GO) (n=28) — esterilizadas em 6xido de
etileno® e conservadas em temperatura ambiente em embalagem asséptica.

Apos o periodo de conservacdo de 45 dias, as placas foram submetidas a
ensaios mecanicos destrutivos: tracdo, compressao, flexdo e tor¢do. Para cada um
dos quatro tipos de ensaios mecanicos, utilizaram-se seis placas de 0sso bovino
(corpos de prova) de cada grupo, previamente reidratadas por um periodo de seis
horas em solucédo de cloreto de sédio a 0,9%, na proporcédo de 40mL de solucéo por
placa. Anteriormente a cada ensaio, 0s corpos de prova foram mensurados em
todas as suas dimensdes com auxilio de um paquimetro digital.

Para os ensaios biomecénicos, utilizou-se uma maquina universal de
ensaios”, eletromecanica, digital, com capacidade de 10T, com sistema
computadorizado de aquisicdo, andlise e saida de dados. Nos ensaios avaliou-se a
forca maxima ao ponto de ruptura, definida como a forca necessaria para romper
totalmente o corpo de prova, expressa em Quilograma-forca (kgf) ou um de seus
multiplos. A leitura dos valores das for¢as aplicadas foi realizada por meio do uso de
célula de carga e a determinacéo das deformacdes realizada pelo deslocamento das
barras do equipamento, as quais foram conectadas por um sistema de aquisi¢do de
dados controlados por computador, o qual permitiu o controle automatizado do
sistema responsavel pela coleta de dados e derivagcédo das propriedades.

Para os ensaios de tracdo, utilizou-se uma célula de carga de 10T a uma
velocidade constante de Imm/min. Os corpos de prova foram usinados seguindo um
padrdao normatizado para este tipo de ensaio (Figura 1B). As extremidades dos
corpos de prova foram fixadas as garras do equipamento no sentido longitudinal
(Figura 1C). Os ensaios de compressédo foram realizados com uma célula de carga
de 10T e uma velocidade de 0,5mm/min. Os corpos de prova foram serrados tendo

seu comprimento reduzido para 2,0 £ 0,2cm. As barras de compressdo do
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equipamento foram alinhadas para impor carregamento uniaxial na tentativa de
eliminar os riscos de flambagem (Figura 1D). Os ensaios de flexdo foram realizados
em trés pontos de apoio com uma célula de carga de 10T a uma velocidade de
0,5mm/min. Os corpos de prova foram colocados em plano horizontal, sendo
apoiados em dois pontos sobre um suporte de ferro acoplado a barra inferior do
equipamento. O terceiro ponto foi fixado a barra superior do equipamento (Figura
1E). O ensaio de tor¢éo foi realizado com auxilio de um suporte de madeira preso a
barra inferior da maquina. Este suporte era constituido por dois pontos de fixacéao
para encaixe do corpo de prova horizontalmente, sendo um fixo e outro mével. O
movel foi preso a uma polia, fixada por um barbante e preso a barra superior da
maquina (Figura 1F). Ao movimentar a barra superior da maquina de forma
ascendente, a polia girava, realizando a rotacdo no corpo de prova. Utilizou-se para
isso uma célula de carga de 250kg e uma velocidade de 15mm/min.

Para a analise microbiolégica qualitativa, duas placas Osseas foram
removidas de cada meio conservante, de forma asséptica, no interior de capela de
fluxo laminar. As placas foram lavadas, sucessivamente, com intervalos de 5
minutos, em trés tubos tipo Falcon, estéreis, contendo 35mL de solucdo de cloreto
de sodio a 0,9%. Apds a terceira lavagem, uma placa 6ssea foi colocada em um
tubo de ensaio com tampa contendo tioglicolato, e outra em tubo de ensaio com
tampa contendo BHI caldo (“Brain Heart Infusion” — Infus@o de cérebro e coracao).
Foram realizadas leituras a cada seis horas durante 48 horas, para verificar a
auséncia ou presenca de turvacdo dos meios de crescimento, correspondente a
auséncia ou presenca de micro-organismos, respectivamente. Para analise
microbioldgica quantitativa, removeu-se, no interior da capela de fluxo laminar, duas
placas o¢0sseas de cada meio conservante, sendo, para cada grupo, uma
acondicionada em recipiente individual de vidro, estéril, com tampa, contendo 100mL
de solucdo de cloreto de sédio a 0,9% e a outra na mesma solugcéo acrescida de
antibiético (enrofloxacina a 0,5%@) de igual volume, as quais haviam permanecido
durante seis horas para reidratacdo. Apos, 100 microlitros da solugéo utilizada para
reidratacéo foram espalhados com auxilio de al¢cas de Drigalsky em quatro placas de
Petri, contendo: 1) BHI Agar e cultivada em aerobiose em estufa a 37°C; 2) BHI Agar
e cultivada em anaerobiose em estufa a 37°C; 3) Agar Sabouraud e cultivada a
temperatura ambiente; 4) Agar Sabouraud e cultivada em estufa a 37°C. Foram

realizadas leituras a cada 24 horas; durante 48 horas nas placas de Petri contendo
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BHI Agar; e a cada 24 horas, durante 14 dias nas placas de Petri contendo Agar
Sabouraud.

Para a analise estatistica, as variaveis quantitativas foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA). Quando apresentaram significancia no nivel de 1%,
foram realizados os testes de Duncan ou de Tuckey, conforme a instabilidade da

variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se avaliar o ponto de ruptura éssea ao aplicar o ensaio de tor¢cdo, nao se
observou diferenca significativa (P<0,01) entre os grupos (solucdo saturada de sal,
solucéo saturada de acucar, glicerina a 98%, liquido de Dakin, nitrogénio liquido e
esterilizacdo por 6xido de etileno) (Tabela 1). Também ndo se encontrou, nos 0SS0S
conservados, nenhum tipo de microfissura, como o relatado por MELO et al. (1998),
apos conservarem 0sso de cdo em glicerina a 98%, e por HAJE et al. (2007) apos
esterilizacdo por o6xido de etileno de parafusos de osso bovino. Este fato
provavelmente ocorreu neste estudo devido a reidratacdo dos o0ssos antes da
avaliacdo biomecanica, pois de acordo com SALBEGO & RAISER (2006), esse
procedimento pode fazer com que 0ssos conservados voltem a apresentar
caracteristicas mecanicas semelhantes as de ossos frescos. Além disso, a
padronizacdo da coleta com relacdo a regido Ossea (porcdo meédio-diafisaria)
contribuiu para diminuir as diferencas nos parametros 0sseos, como o0 de
cisalhamento. Ja que segundo COWIN (1989), esse fator promove influéncia nos
ensaios mecanicos, pois 0 0sso € material visco elastico heterogéneo e anisotropico.

Nos ensaios de compressdo ndo foram encontradas diferenca significativa
entre os grupos (P<0,01) (Tabela 1). Diferentemente do observado por VOLPON &
COSTA (2000), que relataram maior resisténcia ao teste de compressao de 0sso
cortico-esponjoso do homem esterilizados em 6xido de etileno, quando comparado
ao 0sso conservado sob congelamento em freezer a -14°C. Também DEL CARLO et
al. (2007) relataram que ossos de cées conservados em glicerina apresentam menor
resisténcia a compressao. Provavelmente a reidratacdo pelo tempo de seis horas
antes do referido teste, em todos o0s grupos, tenha proporcionado aos 0Ss0S
conservados em Oxido de etileno e glicerina um aumento na resisténcia de

compresséo, tornando-os semelhantes estatisticamente aos demais grupos. Além
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disso, o procedimento cauteloso no preparo dos corpos de prova, juntamente com o
alinhamento das barras de compressédo, como recomendado por GIBSON et al.
(2008), nos momentos dos testes, aumentou a acuracia axial, pois contribuiu para
uma distribuicdo homogénea da tensao.

Com relagédo ao ensaio de flexdo, ndo se observou neste estudo diferenga
entre os grupos (P<0,01) (Tabela 1), verificando assim grau de rigidez Ossea
semelhante ap0s conservacdo nos meios estudados. Discordando dos achados de
HOFMANN et al. (2003), os quais apés estudarem pinos confeccionados a partir de
0sso0s corticais de tibias bovinas, e esterilizados com 6xido de etileno, autoclavagem
e radiacdo gama, verificaram que os tratados com Oxido de etileno apresentaram
diminuicdo no grau de rigidez. O resultado deste estudo ocorreu provavelmente pelo
fato dos meios conservantes atuarem de forma similar nas propriedades mecanicas
do 0sso, ou seja, ha sua fase mineral, mas especificamente na agua. Assim, supde-
se que a glicerina a 98%, a solucdo saturada de sal e acUcar, e a esterilizacao por
oxido de etileno desidrataram o osso, promovendo um efeito protetor nas fibras
O0sseas. Em adicao, o procedimento de se confeccionar o corpo de prova no sentido
longitudinal, colaborou para se obter um resultado padronizado.

Nos ensaios de tracdo, ndo foram encontradas diferengas significativas
(P<0,01) entre os tratamentos. Esse resultado discorda do relatado por SAMPAIO et
al. (2009), que apos avaliar a forca de micro-tracdo de 0ssos corticais de coelhos,
verificaram que o0ssos conservados em nitrogénio liquido e liquido de Dakin
apresentaram-se superior neste teste com relagcdo aos conservados em glicerina a
98% . Entretanto, neste estudo os ossos foram hidratados, diferentemente do estudo
de SAMPAIO et al. (2009), o que justificou os resultados encontrados, pois de
acordo com CURREY (1988), a reidratacdo dos 0ssos restaura o modulo de
elasticidade destes.

Na avaliacdo microbioldgica, verificou-se a presenca de Staphylococcus sp
nas placas 6sseas conservadas em solugédo saturada de sal (GS) anteriormente e
apos a reidratacdo em solucao de cloreto de sodio a 0,9%. Entretanto, apos reidratar
as mesmas com solucdo de cloreto de sédio a 0,9% acrescida de antibiotico
enrofloxacina a 0,5%, ndo se verificou a presenca desses micro-organismos.
Concordando com o descrito por FREITAS (2006), que nao observou sinal de
bactérias ou infeccdo apOs enxertar peritbnio bovino conservado em solucéo

saturada de sal e reidratado em solucédo de cloreto de sodio a 0,9% acrescida de
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enrofloxacina, em tendéo calcanear de coelhos. A presenca de bactérias encontrada
nas placas conservadas em solucdo de sal provavelmente foi decorrente da
contaminacéo do osso durante a coleta e principalmente a usinagem.

Na avaliacdo microbiolégica das placas conservadas em acucar a 300% (GA),
encontrou-se presenca de fungo anterior e apos a reidratacdo com solucdo de
cloreto de soédio. Entretanto, apés a reidratacdo com solugdo acrescida de
antibiotico, ndo foram observados mais esses micro-organismos. Segundo PRATA et
al. (2001), essa solucdo promove o aumento da pressdo osmotica do meio, criando
condicdes desfavoraveis a reproducao e crescimento de varias bactérias, fungos e
leveduras. A presenca de fungo nas placas deste estudo possivelmente foi
decorrente do excesso de manuseio aplicado sobre elas, anteriormente a sua
colocacao no meio conservante.

Com relacdo as placas ésseas conservadas em glicerina (GG), observou-se
presenca de Bacillus spp e Coccus spp antes da reidratacdo. Concordando com o
relatado por RANDI et al. (2002), que descreveram que a glicerina apresenta
propriedade antisséptica, atuando como bactericida e fungicida, exceto contra
formas esporuladas. Entretanto, apos a reidratacdo das placas sem antibiético e
com antibiético, ndo se notou a presenca destes micro-organismos. Isto se deveu
provavelmente ao uso da solugdo de cloreto de sédio a 0,9%, que promoveu a
diluicho da amostra retirada do meio conservante, juntamente com a baixa
guantidade deste micro-organismo no meio. Pois de acordo com AMENDOLA
(2007), a glicerina diminui de forma significativa a quantidade de micro-organismos
em amostras contaminadas.

As placas oOsseas do grupo Dakin (GD) apresentaram presenca de
Staphylococcus sp. antes e apés a reidratacdo com solucao de cloreto de sédio a
0,9% sem antibiético, mas ndo observou-se micro-organismos naquelas reidratadas
com a mesma solugdo acrescida de enrofloxacina. O crescimento desse micro-
organismo deveu-se ao fato dos ossos terem sido conversados no Dakin em
temperatura ambiente. Pois de acordo com CUNNINGHAN et al. (1980) e PECORA
et al. (1987), a solucdo de Dakin é bactericida, porém sua meia-vida € curta, quando
a mesma é aquecida a 37°C ou armazenada em temperatura ambiente, devido ao
fato de ocorrer diminuicdo da concentracao de cloro no produto.

N&o observou-se presenca de micro-organismos nas  placas 0Osseas

conservadas em nitrogénio liquido (GN) e reidratadas com solucdo de cloreto de
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sédio 0,9 acrescida de enroflxacina. Porém observou-se presenca de
Staphylococcus sp. antes e ap0s a reidratacdo sem antibiético, concordando com os
achados de SOUZA et al. (2006), ao avaliarem microbiologicamente sémen de
caprinos criopreservados em nitrogénio liquido, os quais verificaram que pos-
descongelacdo, a bactéria do género Staphylococcus spp estava presente na
maioria das amostras. Isto provavelmente deveu-se ao fato da coleta e usinagem
das placas 6sseas terem sido realizadas de forma ndo asséptica, € 0 nitrogénio
liquido néo ter sido eficiente como meio bactericida.

As andlises microbiolégicas antes e apds a reidratacdo dos 0Sso0s
conservados esterilizados em 6xido de etileno (GO), ndo revelaram a presenca de
micro-organismos. Este resultado deveu-se a eficiéncia do processo de esterilizacédo
por este agente, pois de acordo com POSSARI (2003), o 6xido de etileno causa
alquilacdo de compostos no interior dos micro-organismos, principalmente a guanina

e a adenina presente no DNA.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que: ossos de bovinos conservados nos meios de solucéo
saturada de acucar e sal, glicerina a 98%, Oxido de etileno, Dakin e nitrogénio
liquido, apos reidratacdo em solucdo de cloreto de sddio a 0,9% por seis horas,
assemelham-se em relacdo a biomecanica; e a reidratacdo com solucdo de cloreto
de sodio a 0,9% acrescida de enrofloxacina a 0,5% é eficaz no controle de micro-

organismos.
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Tabelal - Valores médios (kgflcm?) e desvios padrdo de ossos bovinos

conservados em solucdo saturada de sal (GS) e agUcar (GA), glicerina
(GG), Dakin (GD), nitrogénio liquido (GN) e oxido de etileno (GO),

submetidos aos ensaios mecéanicos de tracdo, compressao, flexdo e

torgao.

TRACAO

COMPRESSAO

FLEXAO

TORCAO

GS
GA
GG
GD
GN
GO

1047,3 + 201,92
1304,7+ 158,8°
1131,6 +210,2°
1062,0 + 368,5°
1144,8 + 65,4°
926,2 + 170,0%

899,9 + 137,3°
954,4 + 127,7°
1025,3 + 169,5°
848,9 + 161,2"
836,4 + 102,1°
846,8 + 121,5"

2125,5 + 224,8°
2227,8 £ 202,0°
2142,1 +216,8°
1916,4 + 143,5°
2033,1 + 154,2°
1940,1 + 171,0°

875,4 + 114,1°
979,7 + 148,8°
819,3 + 145,8°
891,4 + 37,6"
899,2 + 88,51
839,9 + 154,11

Médias e desvio padrdo seguidos de letras minlUsculas na mesma coluna nao diferem entre si

(P<0,01).
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Placas 6sseas bovina e maquina universal de ensaios utilizados para a realizagédo
dos ensaios mecéanicos destrutivos. A) Placa de osso bovino; B) Placa de 0sso
usinada para o ensaio de tragdo; C) Corpo de prova (seta) fixado as garras para ser
submetido ao ensaio de tracdo; D) Corpo de prova (seta branca) fixado as garras
para ser submetido ao ensaio de compressao. Observa-se o suporte de madeira (seta
vermelha) proximo a placa; E) Corpo de prova (seta) posicionado para ser submetido
ao ensaio de flexdo em trés pontos; F) Corpo de prova (seta amarela) acoplado a um
suporte de madeira (seta branca), preso a uma polia (seta verde) tracionada
verticalmente por um barbante (seta vermelha) fixado a barra superior da maquina de

ensaios para o ensaio de tor¢ao.
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3. CONCLUSOES GERAIS

1. Placas confeccionadas a partir de osso cortical de tibia bovina e
conservadas por um periodo minimo de quarenta e cinco dias em: solucdo
salina a 150%, solucdo de acucar a 300%, glicerina a 98%, liquido de
Dakin, nitrogénio liquido e esterilizadas em o6xido de etileno possuem a
mesma resisténcia ao ponto de ruptura quando reidratadas em solucédo de
cloreto de sédio a 0,9% por seis horas;

2. O Oxido de etileno é o meio mais efetivo para esterilizagdo das placas
0sseas;

3. As placas 6sseas reidratadas em solucao de cloreto de sédio a 0,9% apos
conservacdo em glicerina a 98%, ndo apresentam crescimento de
bactérias ou fungos;

4. A reidratagdo em solugéo contendo enrofloxacina a 0,5% elimina os micro-
organismos presentes nas placas conservadas em solucao salina a 150%,

acucar 300%, Dakin e nitrogénio liquido.
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ANEXOS | — Lista de figuras

Figural - Placa confeccionada a partir de osso cortical bovino.

Mitutoyo

Figura2 - Corpo de prova sendo mensurado com auxilio de um

paquimetro digital antes do ensaio mecanico.
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Figura 3

Placa de osso usinada para teste de tragédo.

Figura 4

Corpo de prova (seta) fixado as garras para ser

submetido ao ensaio de tracéo.
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Figura5 - Corpo de prova (seta branca) fixado as garras para
ser submetido ao ensaio de compressédo. Observa-se
0 suporte de madeira (seta vermelha) préximo a

placa.

&

Figura6 - Corpo de prova (seta) posicionado para ser

submetido ao ensaio de flexdo em trés pontos.
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Figura 7

Corpo de prova (seta amarela) acoplado a um suporte
de madeira (seta branca), preso a uma polia (seta
verde) tracionada verticalmente por um barbante
(seta vermelha) fixado a barra superior da maquina

de ensaios para ensaio de tor¢éo.
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Representagdo dos valores médios da for¢a ao ponto de ruptura, de ossos bovinos,
conservados em solucdo saturada de sal (GS) e acucar (GA), glicerina (GG), Dakin
(GD), nitrogénio liquido (GN) e 6éxido de etileno (GO), submetidos aos ensaios
mecanicos: A) de tracdo; B) de compressédo; C) de flexdo; D) de torcdo. Os
tratamentos nao diferem entre si (P<0,01).



ANEXOS Il - Lista de tabelas

Tabela 1
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Amostras obtidas a partir de placas 6sseas bovinas conservadas por 45 dias em
solucao de cloreto de sédio 150% (GS), solucdo de acglcar 300% (GA), glicerina 98%
(GG), Liquido de Dakin (GD), criopreservadas em nitrogénio liquido a -196°C e

esterilizadas em o6xido de etileno, para avaliagdo microbiolégica qualitativa em tubos

de ensaio contendo os meios de crescimento: BHI-caldo e tioglicolato.

Meios de crescimento

BHI Caldo

Tioglicolato

GA-BHICA
GS-BHICA
GG-BHICA
GD-BHICA
GN-BHICA
GO-BHICA

GA-TIOG
GS-TIOG
GG-TIOG
GD-TIOG
GN-TIOG
GO-TIOG

BHICA — “Brain Heart Infusion”

caldo

TIOG - tioglicolato
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Tabela2 -  Amostras obtidas a partir de placas ésseas bovinas conservadas em solucdo de
cloreto de soédio 150% (GS), solucdo de acucar 300% (GA), glicerina 98% (GG),
Liquido de Dakin (GD), criopreservadas em nitrogénio liquido a -196°C e esterilizadas
em O6xido de etileno, apds 45 dias de conservacédo e reidratadas por seis horas em
solucao de cloreto de sédio a 0,9% com e sem enrofloxacina [0,5%], para avaliacdo
microbiolégica quantitativa de micro-organismos em placas de Petri contendo os meio
de crescimento: BHI-agar em aerobiose e anaerobiose a 37°C, Sabouraud em

temperatura ambiente e a 37°C.

AGAR-BHI
AEROBIOSE 37°C

AGAR-BHI
ANAEROBIOSE
37°C

SABOURAUD
Temperatura

ambiente

SABOURAUD 37°C

GA-BHI-AE-C/ANT
GS-BHI-AE-C/ANT
GG-BHI-AE-C/ANT
GD-BHI-AE-C/ANT
GN-BHI-AE-C/ANT
GO-BHI-AE-C/ANT
GA-BHI-AE-S/ANT
GS-BHI-AE-S/ANT
GG-BHI-AE-S/ANT
GD-BHI-AE-S/ANT
GN-BHI-AE-S/ANT
GO-BHI-AE-S/ANT

GA-BHI-AN-C/ANT
GS-BHI-AN-C/ANT
GG-BHI-AN-C/ANT
GD-BHI-AN-C/ANT
GN-BHI-AN-C/ANT
GO-BHI-AN-C/ANT
GA-BHI-AN-S/ANT
GS-BHI-AN-S/ANT
GG-BHI-AN-S/ANT
GD-BHI-AN-S/ANT
GN-BHI-AN-S/ANT
GO-BHI-AN-S/ANT

GA-SAB-TA-C/ANT
GS-SAB-TA-C/ANT
GG-SAB-TA-C/ANT
GD-SAB-TA-C/ANT
GN-SAB-TA-C/ANT
GO-SAB-TA-C/ANT
GA-SAB-TA-S/ANT
GS-SAB-TA-S/ANT
GG-SAB-TA-S/ANT
GD-SAB-TA-S/ANT
GN-SAB-TA-S/ANT
GO-SAB-TA-S/ANT

GA-SAB-37-C/ANT
GS-SAB-37-C/ANT
GG-SAB-37-C/ANT
GD-SAB-37-C/ANT
GN-SAB-37-C/ANT
GO-SAB-37-C/ANT
GA-SAB-37-S/ANT
GS-SAB-37-S/ANT
GG-SAB-37-S/ANT
GD-SAB-37-S/ANT
GN-SAB-37-S/ANT
GO-SAB-37-S/ANT

BHI-AE-C/ANT - Agar-BHI em aerobiose a 37°C com antibiotico.
BHI-AE-S/ANT - Agar-BHI em aerobiose a 37°C sem antibidtico.
BHI-NA-C/ANT - Agar-BHI em anaerobiose a 37°C com antibiotico.
BHI-NA-S/ANT - Agar-BHI em anaerobiose a 37°C sem antibiotico.

SAB-TA-C/ANT — Sabouraud em temperatura ambiente com antibi6tico.

SAB-TA-S/ANT — Sabouraud em temperatura ambiente sem antibidtico.
SAB-37-C/ANT — Sabouraud a 37°C com antibi6tico.
SAB-37-S/ANT — Sabouraud A 37°C sem antibiético.
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Tabela3 -  Valores médios (kgf/cmz) e desvios padrdo de o0ssos bovinos conservados em
solucao saturada de sal (GS) e aclcar (GA), glicerina (GG), Dakin (GD), nitrogénio
liquido (GN) e 6xido de etileno (GO), submetidos aos ensaios mecéanicos de tracao,
compresséo, flexdo e torgéo.

TRACAO COMPRESSAO FLEXAO TORCAO
GS 1047,3+201,9* 899,9 +137,3" 2125,5 + 224,8° 875,4 + 114,1°
GA  1304,7+158,8*  954,4+127,7° 2227,8 + 202,0° 979,7 + 148,8¢

GG 1131,6+210,2° 1025,3%169,5°  2142,1 +216,8° 819,3 + 145,8¢

GD 1062,0 + 368,52 848,9 + 161,2b 1916,4 + 143,5° 8914 = 37,6d

GN 1144.8 + 65,42 836,4 102,1b 2033,1 + 154,2° 899,2 + 88,5Cl

GO  926,2+170,0*°  846,8 +121,5 1940,1 + 171,0° 839,9 + 154,1¢

Médias e desvio padrdo seguidas de letras minldsculas na mesma coluna ndo diferem entre si

(P<0,01).

Tabela4 -  Analise microbiolégica das placas 6sseas dos grupos: sal - GS, acucar — GA, glicerina
— GG, Dakin — GD, nitrogénio liquido — GN e 6xido de etileno — GO, ap0s periodo de
preservacdo minimo de 45 dias e lavagens, sucessivamente, com intervalos de 5
minutos, em trés tubos tipo Falcon, estéreis, contendo 35 ml de solucdo de NaCl 0,9%
e acondicionadas em tubos de ensaio contendo BHI caldo e tioglicolato.

MEIO GS GA GG GD GN GO

BHI caldo + + + + + -

Tioglicolato + + + + + -

(+) Turvacé@o do meio = presenca de micro-organismaos;
(-) Meio inalterado = auséncia de micro-organismos;

BHI Infus&o de cérebro e coracao.
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Tabela5 -  Analise microbiolégica das placas 6sseas dos grupos: sal - GS, aclcar — GA, glicerina
— GG, Dakin — GD, nitrogénio liquido — GN e 6xido de etileno — GO, apés reidratacdo
em solucao de NaCl 0,9%, sem e com antibiético enrofloxacina a 0,5%, semeadas em
placas de Petri contendo o meio BHI-agar, mantido em condi¢cdes de aerobiose a

37°C e em anaerobiose a 37°C e 0 meio Sabouraud mantido a 37°C e a temperatura

ambiente.
NaCl 0.9% GS GA GG GD GN GO
BHI-agar em aerobiose a 37°C + - - + + -
BHI-4gar em anaerobiose a 37°C - - - + + -
Sabouraud a 37°C - - - - - -
Sabouraud a temperatura ambiente - + - - - -

NaCl 0,9% + ENROFLOXACINA 0,5%

BHI-agar em aerobiose a 37°C - - - - - -
BHI-4gar em anaerobiose a 37°C - - - - - -
Sabouraud a 37°C - - - - - -

Sabouraud a temperatura ambiente - - - - - -

(+) Presenca de micro-organismos;
(-) Auséncia de micro-organismos.

BHI Infus&o de cérebro e coracao.



