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RESUMO

Obijetivou-se avaliar placas de 0sso bovino conservadas em solucéo saturada de sal,
com ou sem tratamento quimico, como estabilizador articular apdés desmotomia do
ligamento cruzado cranial (LCCr) em caes ex vivo, sob os aspectos mecanicos,
microbiolégicos e microscépicos. Para tal, 34 placas foram usinadas e distribuidas
em dois grupos: Gs (n=17) - foram conservadas em solucao saturada de sal a 150%
por 45 dias; Gps (n=17) - foram submetidas a um tratamento quimico anteriormente a
conservagao. Apos, realizou-se desmotomia do LCCr, osteotomia da tuberosidade
da tibia, e avanco e fixacdo desta com as placas 6sseas. Para a avaliacdo
mecanica, realizou-se 0 ensaio de compressao nos espécimes (tibia + placa).
Observou-se presenga de microorganismo nas placas do Gs. No Gps verificou-se
desnaturagcdo do colageno 6sseo. Em ambos o0s grupos, as forcas maximas
suportadas excederam as forcas fisiologicas estimadas para 110% do peso dos
animais. Conclui-se que a solugao saturada de sal promove lise nuclear sem afetar a
disposicdo das fibras ésseas, sugerindo diminuicdo da antigenicidade do 0sso
cortical bovino; o processamento quimico € um método eficiente de esterilizacdo de
material cortical 6sseo bovino; a placa éssea como estabilizador articular suporta a
forca vertical maxima de compressao calculada para 110% do peso vivo sobre a
tuberosidade da tibia apds o seu avanco.

Palavras-chave: enxerto, osso, RLCCr, biomecanica.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate bovine cortical bone plates preserved in
over-satured salt solution associated or not with chemical treatment, as a joint
stabilization method after desmotomy of the cranial cruciate ligament (CrCL) in dogs
ex vivo, as for mechanics, microbiologic and microscopic aspects. For this proposal,
34 bone plates were manufactured and distributed in two groups: GS (n=17) —
preserved in 150% over-saturated salt solution for 45 days; GPS (n=17) — underwent
to chemical treatment before preservation. Later, the CrCL desmotomy, tibial
tuberosity osteotomy and advancement and fixation of the tuberosity with the bone
plates were performed. Then, compression tests of the specimes (tibia + bone plates)
were performed for mechanical evaluation. Contamination was observed in group Gs.
It was observed collagen denaturation in Gps. In both groups the maximum
supported force exceeded the physiologic load estimated in 110% of the living
weight. We concluded that over-saturated salt solution may reduce cortical bone
antigenicity; the chemical treatment is an effective sterilization method of cortical
bone; and the bone plates as a joint stabilization method supports compressive

forces applied on tibial tuberosity after its advancement.

Palavras-chave: graft, bone, CrCLR, biomechanics;
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1 INTRODUCAO

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCCr) é uma das causas mais comuns de
claudicagdo em caes, pois promove instabilidade rotacional e translacional da articulagao
do joelho (JOHNSON et al., 1994). Esta alteragdo ocorre mais comumente em caes
jovens de racas grandes, de forma bilateral (DOVERSPIKE et al., 1993; ELKINS et al.,
1991; VASSEUR e BERRY, 1992). Segundo Apelt e colaboradores (2007), essa afeccao
leva ao desenvolvimento de osteoartrite progressiva, além de poder resultar em dano
secundario aos meniscos.

De acordo com Piermattei e colaboradores (2006), a intervengdo cirargica é
recomendada para a maioria dos caes com RLCCr, a fim de restabelecer a estabilidade
da articulacao e identificar quaisquer lesdes meniscais. Segundo Wilke e colaboradores
(2005), nos ultimos 50 anos diversos procedimentos cirdrgicos tém sido descritos para o
tratamento desta artropatia. Entretanto, entre procedimentos cirirgicos e conservativos,
estimou-se que no ano de 2003 nos Estados Unidos, houve um gasto de cerca de US$ 1
bilhao para o tratamento de caes com algum tipo de lesdo do RLCCr.

Técnicas cirurgicas envolvendo a osteotomia e o deslocamento da tuberosidade da
tibia vém sendo realizadas para reestabilizar a articulacdo do joelho, com a finalidade de
neutralizar as forgas tibiofemorais (BOUDRIEAU, 2009; KIM et al., 2008). Entre elas
encontram-se a osteotomia de nivelamento do platdé tibial (TPLO) e o avanco da
tuberosidade tibial (TTA) (BOUDRIEAU, 2009). A TPLO altera a mecanica do joelho,
promovendo a estabilizacdo pela contencdo ativa da articulacdo, ou seja, por meio de
musculos e tenddes. Além disso, promove uma redistribuicdo da pressdo de contato
femorotibial caudalmente a tibia. Entretanto, esse mecanismo de contato anormal
provavelmente contribua para a progressao da osteoartrite (KIM et al., 2009a). A TTA
procura eliminar a compressao tibial pelo posicionamento do tendao patelar perpendicular
as forcas de cisalhamento do joelho. Esta técnica ndo afeta a congruéncia articular e
parece resultar em menor inflamagdo do ligamento patelar (CAREY et al., 2005).
Entretanto, de forma geral, essas técnicas requerem o uso de proteses de metal, de
varios tamanhos e dimensbes, que elevam o0 custo operacional dessas cirurgias
(BOUDRIEAU, 2009), inviabilizando muitas vezes sua execucao.

O metal € um material classicamente utilizado na confeccao de parafusos e placas
ortopédicas. Biomateriais alternativos ao metal para confeccionar implantes cirurgicos,

como polimeros biodegradaveis, derivados do éleo de mamona, parafusos de 0ssos
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bovinos, vém sendo pesquisados, devido aos problemas originados pelos metais, nos
processos de biocompatibilidade, osteointegracao e modulo de elasticidade acima do
ideal (HAJE e VOLPON, 2006; HAJE et al., 2007). Além disso, ja foi demonstrado que
implantes metalicos podem nao ser fabricados de acordo com especificacoes
estabelecidas nas normas de referéncia, causando assim problemas como baixa
resisténcia a corrosao e fratura por fadiga (OLIVEIRA et al., 2004). Haje e Volpon (2006)
desenvolveram parafusos de 0sso bovino, e verificaram que a confeccao de parafusos de
dimensdes pré-estabelecidas é possivel, apresentando padrao de qualidade dimensional
comparavel com modelo metalico similar. Haje e colaboradores (2007) avaliaram por meio
de microscopia de varredura os efeitos da usinagem em parafusos de osso bovino, e
observaram que esse método causou amalgamento das fibras da superficie Ossea.
Entretanto, concluiram que o desempenho mecanico do parafuso necessita de
investigacoes.

Contudo, previamente ao uso desses materiais nas osteossinteses, estes
necessitam ser conservados e esterilizados. Assim, varios métodos tém sido utilizados
com esta finalidade. Giovani e colaboradores (2006) estudaram o0ssos conservados em
glicerina 98% e congelados a -80° C e verificaram que estes métodos n&o alteraram a
viabilidade de osteoclastos e osteoblastos. Castania e Volpon (2007) apds esterilizarem
blocos 6sseos caninos em 6xido de etileno e enxertarem, concluiram que este material
apresentou boa atividade biol6gica, com alta taxa de integracao ao leito receptor.

Além disso, segundo Macedo e colaboradores (1999), a analise da resisténcia de
0sso0s conservados para a utilizacdo futura como implante é de extrema importancia, ja
que esse material deve proporcionar adequado suporte estrutural apds implantado. Melo
Filho (2010) ap6s conservar placas 6sseas corticais bovinas em solugao de glicerina 98%,
solugdes saturadas de agucar e sal, liquido de Dakin, nitrogénio liquido e éxido de etileno,
relatou que o osso submetido a reidratacdo por seis horas nao apresenta diferenca
biomecanica quando testadas em ensaios de torcdo, compressao, flexdo e tracao.
Entretanto, segundo Wang e colaboradores (2001), os processos de esterilizacdo e
conservacao 6ssea por meio do aumento de temperatura podem envolver a desnaturagao
do colageno. Esses autores também relataram que a crescente taxa de desnaturacao do
colageno organico e mineral influencia a resisténcia do osso, mas nao exerce influéncia
sobre sua dureza, apds avaliarem a relacdo entre a desnaturacdo do colageno e as
propriedades biomecanicas de 0ssos corticais humanos.
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Portanto, objetivou-se avaliar placas de osso bovino conservadas em solugao
saturada de sal, com ou sem tratamento quimico, na fixacdo ex vivo do avanco da
tuberosidade tibial em caes, sob o0s aspectos mecanicos, microbiologicos e
microscépicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21 RUPTURA DO LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL: FISIOPATOLOGIA E
TRATAMENTO

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCCr) geralmente é decorrente de
trauma, contudo, na maioria dos caes, essa ruptura somente ocorre quando ha uma
fadiga patologica e progressiva do ligamento (HAYASHI et al., 2004). Segundo Sandman
e Harari (2001), a fadiga do ligamento é causada por diversos fatores, entre eles
artropatia imunomediada, estenose intercondilar congénita, obesidade e excessiva
angulagao do platé tibial. Existe incidéncia mais elevada em fémeas quando comparado
aos machos (VASSEUR, 1998; ZELTZMAN et al., 2005), sendo os animais castrados o0s
mais comumente atingidos, possivelmente em decorréncia do excesso de peso e
alteragcdées no metabolismo do colageno (VASSEUR, 1998; VASSEUR, 2003; ZELTZMAN
et al.,, 2005). Entretanto, independente da causa, a RLCCr resulta em instabilidade
rotacional e translacional da articulacdo do joelho, com progressdo secundaria para
osteoartrite (APELT et al., 2007).

Nos ultimos 50 anos, uma gama de procedimentos cirdrgicos tem sido descritos
para o tratamento desta alteracdo, refletindo assim a controvérsia a respeito do
tratamento adequado de pacientes com RLCCr (CONZEMIUS et al., 2005; KIM et al.,
2008). A terapia cirurgica é dividida entre reconstrucéo intra e extra-capsular, osteotomia
corretiva ou reparo primario com acréscimo (BIASI et al., 2005; BUQUERA et al., 2002;
KIM et al., 2009a; KIM et al., 2009b; SELMI et al., 2007). Os procedimentos cirdrgicos
intra e extra-capsulares objetivam a reconstrucao das contencdes passivas da articulacao
do joelho. Segundo Schulz (2008), as técnicas intra-capsulares possuem a vantagem de
mimetizarem com maior perfeicdo a posicao original e a biologia do ligamento cruzado
cranial. Entretanto, além de serem técnicas invasivas, pode ocorrer afrouxamento ou até
ruptura do material utilizado para esta reparacdo. As técnicas extra-articulares utilizam
suturas ou fios metalicos periarticulares de grande calibre (GAMBARDELLA et al., 1981),
ou a transposicao de tecidos moles para reduzir a frouxidao da articulacdao (SMITH e
TORG, 1985). Essas estabilizam a articulagdo pela alteracdo da posicao de estruturas
extra-articulares. Assim, sdo procedimentos menos invasivos quando comparados as

intra-capsulares (RACKARD, 1996). Todavia, de acordo com Buquera e colaboradores
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(2002), os materiais utilizados nestas técnicas podem provocar efusdo e distensao da
capsula articular, além de poder ocorrer afrouxamento e até soltura do material utilizado
para o reparo.

Técnicas cirurgicas envolvendo a osteotomia e o deslocamento da tuberosidade da
tibia vém sendo realizadas para reestabilizar a articulacdo do joelho, com a finalidade de
neutralizar as forgas tibiofemorais (BOUDRIEAU, 2009; KIM et al., 2008). Entre elas
encontram-se a osteotomia de nivelamento do platdé tibial (TPLO) e o avanco da
tuberosidade tibial (TTA) (BOUDRIEAU, 2009). A TPLO altera a mecanica do joelho,
promovendo a estabilizacdo pela contencao ativa da articulacdo, ou seja, por meio de
musculos e tenddes. Além disso, promove uma redistribuicdo da pressdo de contato
femorotibial caudalmente a tibia. Entretanto, esse mecanismo de contato anormal talvez
possa contribuir para a progressao da osteoartrite (KIM et al., 2009a). A TTA procura
eliminar a forcga tibial cranial (CTT - cranial tibial thrust) pelo posicionamento do tendao
patelar perpendicular as forgas de cisalhamento do joelho. Esta técnica nao afeta a
congruéncia articular e parece resultar em menor inflamacao do ligamento patelar
(CAREY et al., 2005). Entretanto, para se determinar a viabilidade biomecénica da técnica
de TTA, os resultados obtidos sdo comparados as forcas fisiolégicas aplicadas ao
membro (KOWALESKI et al., 2003; LIPTAK et al., 2006; VIDA et al., 2005). Para tal, a
forca vertical maxima (PVF - peak vertical force) pode ser estimada para os membros
posteriores baseada no peso dos animais, conforme descrito por Ballagas e
colaboradores (2004). Segundo Patterson e colaboradores (1991), as forcas de carga
geradas pelo peso do animal poderiam ser dividas nos quatro membros, onde cada
membro recebe a carga média de 25% do peso quando em posicao quadrupedal.
Contudo, de acordo com Conzemius e colaboradores (2005), em cdes sadios em
locomocéao, os membros pélvicos podem alcancar uma forga de aproximadamente 100%
do peso corporal. Damur (2005) relatou que a PVF nos membros pélvicos, apds a
realizagdo da TTA em cées, foi de 64% do peso dos animais. Ja Lins e colaboradores
(2009), utilizando uma técnica modificada de TTA, descreveram uma carga suportada

maxima superior ao dobro do valor da PVF estimada, em experimentos ex vivo.
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2.2 TECIDO OSSEO

2.2.1 Enxertos e implantes 6sseos

Os enxertos e implantes 6sseos sao utilizados na rotina clinico-cirdrgico quando
ocorre perda de tecido 6sseo que comprometa a funcdo do membro. Sua aplicabilidade é
vasta na cirurgia reconstrutiva, principalmente na area ortopédica, sendo empregados
para o reparo decorrente de traumas, pseudoartroses, correcao de deformidades, e apos
resseccao tumoral e estimulo a osteogénese (WOOD e BISHOP, 2007). Segundo Gioso e
colaboradores (2002), os primeiros enxertos foram utilizados com o objetivo de
proporcionar suporte mecanico. Além disso, de acordo com Stevenson (1998), estes
promovem estabilidade mecanica por causarem estabilizacdo éssea, e atuarem como
suporte para crescimento de 0sso novo do hospedeiro (osteocondugao), e como fonte de
fatores indutivos (osteoindugao).

Dhillon e colaboradores (2008) relataram que os implantes biodegradaveis tém sido
utilizados experimentalmente como pinos, fios e placas para fixacao interna das fraturas.
Segundo Haje e Volpon (2006), implantes confeccionados a partir de osso provavelmente
irao favorecer a cicatrizagao Ossea, permitir micromovimentos na linha de fratura e
diminuir a osteopenia peri-implante. Além disso, esses implantes oriundos de material
biol6gico podem possuir a vantagem de serem confeccionados no formato e tamanho
necessarios. Assim, como relatado por Hovis e Bucholz (1997), os implantes
bioabsorviveis, comparativamente aos metalicos, proporcionam vantagens como
promover menor reagao adversa aos tecidos moles, além da auséncia da necessidade de
posterior remocdo. Haje e Volpon (2006) desenvolveram parafusos de osso bovino, e
verificaram que a confeccao de parafusos de dimensdes pré-estabelecidas é possivel,
apresentando padrao de qualidade dimensional comparavel com modelo metalico similar.
Padilha Filho e colaboradores (2008) fabricaram pinos 6sseos quadrangulares a partir de
osso cortical de bovinos, e constataram que o enxerto proporcionou estabilidade
mecanica apos ser aplicado em fraturas femorais de gatos, sem reagoes de rejeicdo. Melo
Filho (2010) avaliou o comportamento mecéanico de placas ésseas produzidas a partir da
diafise tibial de bovinos, e concluiu que diferentes meios de conservacao nao afetaram o
comportamento mecanico do osso em testes de compressao, torcao, flexdo e tracao.
Entretanto, Haje e colaboradores (2007) avaliaram por meio de microscopia de varredura

os efeitos da usinagem em parafusos de 0sso bovino e observaram que esse método
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causou amalgamacao das fibras da superficie 6ssea. Também, Castiglia e colaboradores
(2009) relataram que ossos corticais de ratas tratados quimicamente e esterilizados em
oxido de etileno apresentam, além de amalgamacao das fibras ésseas, inatividade do
conteudo celular, atuando como osteocondutores no processo de estimulacdo de
neoformacdo Ossea. Wang e colaboradores (2001) apés estudarem os efeitos do
aquecimento sobre a desnaturacao do colageno ésseo, concluiram que o processo de
desnaturacao da fase mineral e organica do colageno tem relacdo direta com as
propriedades biomecénicas de ossos corticais da diafise femural do homem, influenciando

sua resisténcia.

2.2.2 Métodos de conservagao

Previamente ao uso de enxertos e implantes 0sseos, estes necessitam serem
conservados e esterilizados. Os meios de conservagao utilizados para manter os
materiais bioldgicos devem possuir alto poder estabilizador, impedir a total decomposicao
dos tecidos e o crescimento de microorganismos, além de preservar a viabilidade do
tecido, aumentar a resisténcia dos mesmos, e atuar por um periodo de tempo prolongado
(ALVARENGA, 1992; MOTA et al.,, 2002). Segundo Stevenson (1998), os meios e
métodos de conservagdo de ossos corticais visam diminuir a antigenicidade das células
do doador a serem implantadas no hospedeiro, além de manter um estoque acessivel de
osso disponivel. Urist (1965) descreveu que o enxerto ésseo conservado nao atua como
elemento osteogénico, pois o tratamento pode destruir todos os fatores bioldgicos que
estimulam a neoformacao éssea, principalmente representados pela proteina morfogénica
Ossea.

Varios métodos tém sido utilizados para conservacdao de ossos. Giovani e
colaboradores (2006) estudaram ossos conservados em glicerina 98% e congelados a -
80°C e verificaram que estes métodos nao alteraram a viabilidade de osteoclastos e
osteoblastos. Castania e Volpon (2007) apos esterilizarem blocos de 6ssos caninos em
oxido de etileno e enxertarem, concluiram que este material apresentou boa atividade
biol6égica, com alta taxa de integracdao ao leito receptor. Volpon e Costa (2000)
compararam 0sS0S corticoesponjosos humano submetidos a tratamento quimico e
esterilizacdo em 6xido de etileno com ossos congelados a -14° C, e relataram que os
0ssos processados apresentaram integracdo ao leito receptor, sem sinais de

contaminacdo. Haje e colaboradores (2007) apds avaliarem parafusos corticais
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produzidos da tibia de bovinos constataram, por meio de avaliagdo em microscopia
eletronica de varredura, que os 0ssos conservados refrigerados a 4°C apresentaram
contaminacao bacteriana, e que a esterilizacdo em é6xido de etileno causou amalgamacgao
das fibras 6sseas sem a presenca de contaminantes. Também Castiglia e colaboradores
(2009) observaram amalgamagdo das fibras O0sseas em o0ssos corticais de ratas
submetidos a esterilizagdo em oOxido de etileno, e sugeriram que tal alteragao foi
decorrente do calor envolvido no processo de esterilizagdo. Tais autores descreveram que
a preparacdo quimica pré-esterilizacdo aumentou a preservacao do conteudo celular,
decorrente da utilizacdo do alcool na fase inicial do procedimento. Além disso, sugeriram
que as células 6sseas estavam inativas apds esse processo de esterilizacdo. Entretanto,
segundo Mazzanti e colaboradores (2001) e Guimaraes e colaboradores (2007), 0 meio
de conservacao nao precisa manter a vitalidade celular, pois a eficiéncia da cirurgia
reparadora com material enxertado independe da sobrevida dos elementos celulares do
enxerto, estando mais relacionada com a reacéo biolégica de reparacéo e regeneracao
tecidual. Todavia, Wang e colaboradores (2001) relataram que a desnaturagcao do
colageno organico e mineral causada pelo aguecimento, tem influéncia direta sobre a
diminuicdo da resisténcia de osso cortical humano, embora tal processo nao altere a
dureza e forgca do osso. Rappeti e colaboradores (2007) conservaram costelas de gatos
em solucao hipersaturada de agucar por um periodo minimo 30 dias, e relataram taxas
acima de 70% de incorporacdo do enxerto ao leito receptor. Também, Alievi e
colaboradores (2007) descreveram que 0ssOs corticais caninos conservados em mel
apresentaram 79% de incorporagcdo no leito receptor. Ziliotto e colaboradores (2003),
apds conservarem 0ssos corticais de caes por um periodo minimo de 30 dias em glicerina
98% e aplicarem o material conservado, observaram diminuicdo da antigenicidade do
material implantado, com reabsorcdo do implante e neoformagéao 6ssea. Segundo Brun e
colaboradores (2002) e Brun e colaboradores (2004), a solugdo saturada de sal € um
meio conservante, pois possui propriedades antissépticas pela criacdo de um ambiente de
baixa atividade de agua, o que inibe o crescimento das bactérias. Além disso, de acordo
com esses autores, o iodo contido no sal comercial também pode atuar como um
antisséptico. Este meio, de acordo com Brun e colaboradores (2004) e Freitas e
colaboradores (2010), pode ser preparado com a adicao de 1,5 g de sal comercial a um
mililitro (1 mL) de agua destilada, sendo posteriormente homogeneizado no liquidificador
ou manualmente. Segundo Brun e colaboradores (2002), esta solucao € capaz de manter

as caracteristicas estruturais do implante/enxerto nela conservada, sem desencadear
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reacdes do tipo corpo estranho quando implantados. Contudo, Melo Filho (2010), relatou
a presencga de contaminacao em placas 6sseas corticais bovinas conservadas por 45 dias
nesta solugcao, apos serem reidratadas em solugdao de cloreto de sédio a 0,9% sem a
adicao de antibidticos.

2.2.3 Biomecénica 6ssea

As propriedades mecénicas do 0sso sao influenciadas por fatores como densidade,
orientacdo das fibras colagenas, porosidade, conteudo mineral (RHO et al., 1998),
anisotropia, temperatura, entre outros (DINGEE, 2005). Segundo Ashman (1989), os
0ss0s sao compostos pela fase mineral, representada pela hidroxiapatita, pelo colageno e
pela agua. Algum tratamento que mude a natureza ou a composicao relativa destes
componentes pode alterar suas propriedades. Assim, métodos de conservagcdo como
secagem, congelamento, liofilizacao, irradiacdo gama e reidratacdo podem alterar suas
propriedades mecanicas (DINGEE, 2005). De acordo com Del Carlo e colaboradores
(1999), a maioria dos métodos de conservacao éssea exerce efeito deletério sobre a
resisténcia mecanica. Amendola (2007) verificou que diafises femorais caninas
conservadas em glicerina e reidratadas em solugdo de cloreto de sddio 0,9% por seis
horas anteriormente a implantacdo, foram mais resistentes a forcas compressivas quando
comparada a amostras do mesmo osso a fresco. Também Salbego e Raiser (2006)
relataram maior resisténcia de ossos corticais de caes reidratados em solucao de cloreto
de sédio 0,9% acrescido de iodopovidine, quando comparados a 0ssos nao reidratados.
Ja Conrad e colaboradores (1993) e Duarte e Schaeffer (2000) ndo encontraram
diferengas quanto a forca de compressdao em o0ssos corticais bovinos liofilizados
reidratados ou ndo em solucdo de cloreto de sédio 0,9% por 24 horas e 90 minutos,
respectivamente. Também, Melo Filho (2010) relatou que nao houve diferenca nos testes
biomecanicos de torgao, compressao, flexao e tensdo de placas ésseas corticais bovinas
conservadas em diferentes meios e reidratadas por seis horas em solugcao de cloreto de
sédio 0,9%. Entretanto, este autor descreveu que a reidratacdo foi provavelmente
responsavel pelo bom desempenho desses 0ssos nos testes de compressao e tracao.

Portanto, testes biomecéanicos tém sido realizados em 0ssos, conservados ou nao,
visando analisar suas caracteristicas estruturais. Segundo Macedo e colaboradores
(1999), a andlise da resisténcia de ossos conservados para a utilizacdo futura como
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implante € de extrema importancia, ja que esse material deve proporcionar adequado
suporte estrutural apds implantado.

O osso cortical diafisario € um material composto basicamente por hidroxiapatita,
uma ceramica de alta resisténcia, que lhe 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 o
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 forgcas e nivel de atividade) (ASHMAN, 1989; CAMARGO et
al., 2002).

Os ensaios mecanicos utilizados frequentemente para determinacdo das
propriedades mecéanicas de osso cortical sdo de tragdo, compressao, flexao em trés ou
quatro pontos, torcao, cisalhamento puro, fadiga e micro ou nano penetracdo (DINGEE,
2005). O ensaio de compressdo é comumente usado para testar as propriedades dos
0Ss0s corticais e esponjosos, porém a falta de acuréacia axial pode ocorrer se o corpo de
prova nao for preparado de forma simétrica, com suas bases paralelas (GIBSON et al.,
2008). Como descrito por Davis e colaboradores (1982), o ensaio de compressao é o
oposto ao de tragdo, quando se avalia a direcdao ou o sentido da aplicacdo da tenséo.
Deve-se realizar uma centralizacdo adequada na maquina de ensaio do corpo de prova,
para que ocorra uma distribuicao de tensdo homogénea, evitando a flambagem do corpo
de prova, comum em corpos de prova finos. De acordo Henderson e Milton (1978), o teste
de compressao tibial é utilizado para se avaliar a forca de sustentacao de peso do animal
sobre seus membros, gerando assim uma forga de cisalhamento (ou tibiofemoral) sobre a
tibia. Assim, este teste é indicado para se avaliar a integridade do ligamento cruzado
cranial (LCCr) e consequentemente a estabilidade articular, jA que o LCCr impede a
translacdo cranioproximal da tibia (KORVICK et al., 1994). Slocum e Devine (1983)
descreveram que a forga de cisalhamento cranioproximal, originada pela forga tibial
cranial (cranial tibial thrust - CTT) é dependente do grau da inclinacao caudodistal do platd
tibial, angulo este formado entre a inclinagao do condilo tibial medial e eixo longitudinal da
tibia. Em caes sem alteracdo articular do joelho, este varia de 18 a 24° (MORRIS e
LIPOWITZ, 2001; WILKE et al., 2002). Contudo, teorias biomecéanicas recentes

descrevem que as cargas tibiais ndo estdo dispostas ao longo do seu eixo. Assim, Tepic



25

(2002) sugeriu que as forcas totais da articulacao tibiofemoral in vivo sao paralelas ao
tendao patelar. Neste modelo, a CTT é dependente do angulo formado entre o platé tibial
e o tendao patelar (DENNLER et al., 2006).
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RESUMO

Os tecidos e 6rgaos do corpo estdo sujeitos a doencas e lesdes, que, se nao
tratadas, podem levar a dor, restricdo dos movimentos e perda da fungcdo. Em muitos
casos, o tratamento envolve a remocao do tecido ou érgao afetado e sua substituicao por
um enxerto de tecido vivo ou um analogo artificial. Para tal, podem-se empregar
membranas bioldgicas, pois estas sdo de facil obtencdo, baixo custo, preparo simples,
esterilizacao viavel, facil de estocagem, pouca e/ou nenhuma reacdo tecidual. As
principais funcdes dessas membranas sao fornecer arcabougo para a orientacdo e para o
desenvolvimento de novos tecidos. Entretanto, busca-se ainda um método ideal para sua
conservacao. Essas solugdes e processos devem possuir alto poder estabilizador, além
de preservar ao maximo a integridade celular, aumentar a resisténcia e atuar por um
periodo de tempo prolongado. Portanto, objetivou-se com esta revisdao relatar as
membranas mais comumente utilizadas em cirurgias reparadoras, bem como revisar os
meios de conservacao desses tecidos.

Palavras-chave: enxerto, implante, meios de conservagao, animais.
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ABSTRACT

Body’s tissues and organs are exposed to illness and injuries, which if not treated
can lead to pain, movement limitation and loss of function. In many cases treatment
involves removal of the affected tissue or organ, and its replacement for a live tissue graft
or an artificial analogous. For that purpose, biological membranes, as being easy to
acquire, having low cost, simple preparation, viable sterilization, easily stockable, and
leading to little and/or no tissue reaction, would be employed. The main function of these
membranes is to provide flyover for the orientation and development of new tissues.
However, the ideal method for their preservation is still being searched. Such solutions
and preservation methods must have a highly stabling force, besides preserving cellular
integrity at best, increasing resistance and acting for a long period of time. Therefore, it
was aimed with this review to report the mainly used membranes for reconstructive
surgeries, as well as review the preservation solutions of theses tissues.

Key words: graft, implant, preservation solutions, animals.

INTRODUCAO

Os tecidos e 6rgaos do corpo estao sujeitos a lesdes, que, se nao tratadas, podem
levar a dor, restricao dos movimentos e perda da sua fungdo. Em algumas situagoes, o
tratamento dessas lesdes envolve a remocao do tecido lesado e sua substituicdo por um
biomaterial (Williams, 1985). Segundo Williams (1999), o termo biomaterial refere-se a um
material natural ou sintético destinado a interagir com sistemas bioldgicos para tratar,
aumentar ou substituir um tecido. Nesse sentido, a membrana biolégica vem sendo
utilizada como biomaterial, pois possui baixo custo, preparo simples, esterilizacao viavel,
facilidade na estocagem, pouca e/ou nenhuma reacao tecidual e facilidade em sua
obtencdo. Além disso, quando implantadas devem fornecer arcabouco para a orientacao
e para o desenvolvimento de novos tecidos (Batista et al., 1996).

A procura do método ideal para conservacdo desses materiais biol6gicos vem
sendo constante, devido ao crescente uso dos transplantes homélogos e heterélogos em
cirurgia restauradora (Leite et al., 1979). Além disso, segundo Rodgers et al. (1981), o
emprego de membranas biolégicas conservadas por longos periodos possui vantagens
como a possibilidade de serem moldados de acordo com o tamanho da lesao.

Objetivou-se com esse estudo revisar os tipos de membranas biolégicas mais
comumente utilizadas em cirurgias reparadoras, bem como o0s processos de conservacao

desses tecidos.



29

MEMBRANAS BIOLOGICAS

PERITONIO

O peritbnio é uma camada fina de tunica serosa. Anatomicamente reveste a
cavidade abdominal, a cavidade pélvica em partes, e as visceras. Sua superficie livre tem
aparéncia brilhante e lisa, composta de camadas de células mesoepiteliais planas e
umedecida pelo liquido peritoneal. Ja& sua superficie externa é composta de tecido
subseroso, e se insere na parede abdominal e nas visceras. Além disso, forma as pregas
(omentos, ligamentos, mesentério, mesocolon, mesoduodeno, mesorreto, entre outros),
com quantidades variaveis de tecido conjuntivo, tecido adiposo, nodos linfaticos, masculo
liso e tecido fibroso (Sisson, 1986).

Como citado por Lopes & Silva (2005), a coleta e utilizacado a fresco da membrana
pode ser realizada por celiotomia mediana, retirando-se tecido constituido por fascia e
peritbnio, e também fascia, peritdbnio e parte do musculo reto do abdome.

O peritbnio ja foi utilizado para o reparo de hérnia perineal (Daleck et al., 1992),
substituicdo de retalho diafragmatico (Daleck et al., 1988) e na tenoplastia do tendao
calcanear comum (Costa Neto et al., 1999; Freitas et al., 2006) (Figura 1). Quando
utilizada como enxerto, essa membrana forneceu suporte para o crescimento de tecido
novo adjacente ao local implantado, sendo reabsorvido parcialmente, exercendo papel de

arcabouco, sem sinais de rejeicao (Daleck et al., 1992; Costa Neto et al., 1999).
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Figura 1. Tenoplastia do tendao calcanear comum de coelho.

Observe o peritdnio bovino (P) fixado por meio de sutura ao tendao

calcanear comum (seta).

PERICARDIO

O pericardio é um saco fibroseroso que envolve o coragao e assume uma forma
semelhante & do 6rgdo em seu interior. E composto de uma lamina fibrosa (pericardium
fibrosum), que é uma camada fina, forte e inelastica; e de uma lamina serosa (pericardium
serosum), que é um saco fechado, circundado pelo pericardio fibroso, invaginado pelo
coracdo, e que contém um liquido seroso claro, composta de tecido conjuntivo
membranoso, rico em fibras elasticas e recoberta por camadas de células mesoteliais.
Esta ultima lamina também é dividida em camada parietal que reveste a lamina fibrosa a
qual esté ligada, e camada visceral que reveste o coracao (Getty, 1986).

Para ser utilizada como enxerto, a membrana deve ser coletada por dissecacao
cirurgica, dependendo das necessidades envolvidas no procedimento. Segundo Brun et
al. (2002), sua colheita pode ser realizada de forma séptica e asséptica.

Essa membrana ja foi amplamente utilizada para reconstrucdo tecidual como no
reparo da parede abdominal de ratos (Brun et al., 2002), hernioplastias diafragmaticas em

caes (Mazzanti et al.,, 2003) e como curativo biolégico em caes (Aceto et al., 2007).
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Segundo Brun et al. (2002), apds enxertado o pericardio serviu como arcabouco para
crescimento de tecido vivo. Além disso, de acordo com Aceto et al. (2007), agiu como

acelerador da reepitelizacdo e da regeneracao cicatricial.

TENDAO

O tendao é uma fita densa de tecido conjuntivo fibroso que age como intermediario
na inser¢ao do musculo ao osso. Como reflexo das exigéncias mecéanicas desta estrutura,
os tenddes sdo compostos de tecido conjuntivo denso e regular em um arranjo especifico
(Aron, 1996). Os constituintes principais dessa membrana sao feixes paralelos, espessos
e bem compactos de colageno orientado longitudinalmente. A unidade basica da estrutura
tendinea, o feixe tendineo primario, pode ser definido como feixes conexos de fibrilas
colagenosas localizadas entre fileiras de fibroblastos e envolvidas por seus processos
anastométicos. As fibrilas colagenosas no interior de um feixe primario estao dispostas de
maneira paralela, mas tem um curso helicoidal ao longo do comprimento do tendao
(Evans & De Lahunta, 1994). O tendao recebe irrigacdo sanguinea da juncao miotendinea
e 6ssea. Somente 25% da irrigacao tendinea é de origem muscular ou 6ssea, tanto distal
como proximal ao tenddo. O paratenddo, bem como o mesotendao, associados as
bainhas tendineas, contribuem de maneira significativa com a irrigacdo sanguinea
(Mcilwraith, 1994).

Os tendbes utilizados para enxerto ou implante sdo coletados através de
dissecacdo e exerese cirurgica, tendo sido utilizados os tenddes flexores dos dedos e
tendao calcanear comum (Magnaghi et al., 1994), tendao do musculo flexor superficial
dos dedos (Eurides et al., 2007), sendo posteriormente a coleta, utilizados imediatamente
ou conservados. A utilizacdo do tendao ja foi relatada na reconstrugcdo do tendao
calcanear comum em coelhos (Magnaghi et al., 1994) e no reparo de desvio peniano em
bovinos (Eurides et al., 2007). Ap6s enxertado, essa membrana pode sofrer integracdo ao
leito receptor (Magnaghi et al., 1994), ou segundo Eurides et al. (2007) ser reabsorvido,

mantendo a funcédo de arcabougo durante o processo de reparacao.

CARTILAGEM

A cartilagem é uma forma de tecido conjuntivo, podendo se apresentar na forma de
cartilagem hialina, elastica e fibrosa. A cartilagem hialina esta presente em grandes partes
do esqueleto vertebrado em desenvolvimento, discos epifisarios, cartilagem articular,

traquéia e brénquios. E formada por matriz interterritorial e territorial, com condrécitos
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confinados na matriz, a qual é revestida por pericondrio. Este é internamente constituido
de uma camada condrogénica e externamente de tecido conjuntivo irregular denso. A
cartilagem elastica apresenta estrutura semelhante, mas com presenca de grande
quantidade de fibras elasticas incrustadas. E encontrada na epiglote, laringe e pavilhdes
auriculares. Ja a cartilagem fibrosa € formada de tecido conjuntivo denso, com
agrupamentos lineares de condrécitos incrustados em pouca matriz. Esta presente nos
discos intervertebrais, esqueleto cardiaco e alguns tenddes, proximo a insercao 6ssea
(Bacha Jr. & Bacha, 2003).

Para ser utilizada em enxertia, a cartilagem é coletada de acordo com o tipo de
tecido a ser enxertado, dependendo das caracteristicas desejaveis do tecido, podendo ser
retirada da traquéia e pavilhdo auricular externo (Contesini et al., 2004; Baungarten et al.,
2007).

A cartilagem como membrana biol6gica foi descrita para reparo da artéria femoral
de caes com traquéia de galo doméstico (Contesini et al., 2004), na blefaroplastia em
coelhos com cartilagem auricular (Baungarten et al., 2007) (Figura 2), e na reconstrucao
da parede toracica de coelhos (Freitas, 2003). As reacdes observadas entre tecido nativo
e esse material apdés o reparo foram classificadas como de integracdo tecidual por

Contesini et al. (2004) e reepitelizante por Baungarten et al. (2007).

LATEX

O latex é constituido por uma cadeia de poliisoprendis, encontrados nos tecidos
dos animais superiores, na forma de cadeias maiores, tais como esqualeno, ubiquinona e
dolico, altamente purificada de proteinas (Sader et al., 2000). A polilisina encontrada na
sua constituicao é um polication que aumenta a permeabilidade e o fluxo microvascular,
permitindo melhor aderéncia protéica e celular, estimulando os agentes celulares
envolvidos na cicatrizacdo. As proteinas alérgicas sdao diminuidas por um processo de
centrifugacado apos a coleta do latex, o que a torna um material in6cuo e com menores
chances de rejeicao quando utilizado em 6rgaos e tecidos (Quege, 2005 — comunicagao
pessoal). Este polimero se apresenta como uma membrana fina, elastica, transllicida e de
facil manuseio. Apos estudo com esta biomembrana, Mrué (1996) descreveu que esta
apresenta propriedades biolégicas, tais como atividade neoangiogénica, promogao de
adesao celular e formacao de matriz extracelular; além de ser de origem vegetal, nao
apresentando o potencial de transmissdo de doengas infecciosas como outras
membranas (Pinho et al., 2004).
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A membrana de latex ja foi utilizada como substituta parcial do pericardio de caes
(Sader et al., 2000) e para reparacdao da conjuntiva de coelhos (Pinho et al., 2004).
Segundo Sader et al. (2000), ap6s a utilizacdo desta membrana em pericardio nao
observou-se aderéncia desta a visceras adjacente. Além disso, descreveram que esta
atuou como arcabougo para o crescimento do tecido e manteve suas propriedades
elasticas. Também de acordo Pinho et al. (2004), este biomaterial favoreceu a
cicatrizagdo e a neoangiogénese.

Figura 2. Blefaroplastia em coelho. Observe a cartilagem auricular (seta)
fixada a palbebra inferior do coelho.



34

MEIOS DE CONSERVACAO

GLICERINA

Trata-se de um alcool triidrico que apresenta acentuada hidrofilia devido a sua
polaridade (Leite et al., 1979). Ao tornar-se livre, é capaz de atrair atomos de hidrogénio
das moléculas vizinhas sem, contudo, promover uma rea¢ao quimica, preservando assim
a arquitetura dos tecidos nela conservados. Entretanto, tanto a glicerina quanto a agua,
moléculas polares, apresentam o fendmeno fisico-quimico de atracdo mutua. Este fato
promove a condensac¢éo do volume caracterizando uma ac¢ao desidratante, que consiste
em reducao de volume exercido pela glicerina nas amostras que nela forem conservadas.
Esta propriedade é fundamental para explicar tanto a ocorréncia da delaminacéao, ou seja,
do deslocamento das camadas de colageno, quanto ao evento da retracdo dos nucleos
(Pigossi et al., 1971). Ela apresenta como vantagens baixo custo e propriedade
antisséptica (Alvarenga, 1992), preservar a textura do tecido (Pigossi, 1967), além de
reduzir a antigenicidade (Pigossi, 1967; Ziliotto et al., 2003), aumentar a resisténcia a
tracdo, sem alterar o grau de elasticidade (Pigossi, 1967).

Para conservacao, apds a colheita de membranas, estas devem ser devidamente
lavadas em agua corrente para retirada de residuos. Ap6s o acondicionamento do
material em frascos contendo a solucao de glicerina, este € mantido a temperatura
ambiente, como descrito por Ziliotto et al. (2003) e Aceto et al. (2007). A proporcao
“glicerina/membrana” utilizada pode ser de 20:1, ou até que o material fiqgue coberto pela
solugé@o (Oliveira & Alvarenga, 1998). Para nao estimularem reacao imunoldgica, estas
membranas devem permanecer conservadas por um periodo minimo de 30 dias em
glicerina (Daleck et al., 1992). Alguns dos relatos acerca do tempo de conservacao do
material na solugdo descritos na referéncia decorrem de sete dias (Melo, 1997) até nove
anos (Gioso et al., 2002). Antes de serem utilizadas, as membranas conservadas nesta
solucdo devem ser reidratadas, utilizando para tal solugao de cloreto de sédio a 0,9%, de
cinco minutos até 30 minutos, dependendo do tecido a ser hidratado (Oliveira &
Alvarenga, 1998). Ainda ha a possibilidade de se acrescer outras substancias a solugao
de cloreto de sodio a 0,9%, como antibibticos e antissépticos (Contesini et al., 2004).

Diversas membranas foram conservadas neste meio, como peritdnio (Costa Neto
et al.,, 1999), capsula esplénica (Eurides et al., 2006), tenddes (Raiser, 2000), traquéia
(Contesini et al., 2004) e cartilagem auricular (Freitas, 2003).
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ACUCAR

O acucar comum ou sacarose de cana-de-agucar possui propriedades
cicatrizantes, por participar no desenvolvimento e maturagdo precoce de tecido de
granulacado e favorecimento rapido da regeneracao epitelial (Prata et al., 1988). Além
disso, quando em concentracées acima de 250% (Costa Neto et al., 1997), possui poder
antimicrobiano sobre alguns tipos de bactérias (Raiser & Badke, 1987; Costa Neto et al.,
1997). Isto se deve a sua hiperosmolaridade, tornando assim este meio inadequado para
o crescimento e sobrevivéncia bacterianas, além de seu poder higroscépico, que contribui
para a reducao do edema (Weiss et al.,, 1984) e desidratante de membranas biolégicas
(Mazzanti et al., 2001).

Como meio conservante, o agucar é utilizado em concentragdo de 300%, sendo
adicionados 100 mililitros de agua destilada a 300 gramas de agucar cristalizado,
homogeneizando a mistura e gerando uma concentracao de 3:1 (Mazzanti et al., 2001). A
membrana para ser conservada neste meio deve ser coletada de forma asséptica,
realizando posteriormente a lavagem da membrana em agua corrente, posterior imersao
em solucao de cloreto de sodio a 0,9%, e alocado em frasco estéril com a solugdo. Apos
as 48 horas de armazenamento, a membrana biolégica deve ser retirada deste meio e
colocada novamente em uma outra solugcédo hipersaturada de acucar. Neste meio, o
biomaterial deve ficar imerso por um periodo superior a 30 dias. Antes de se utilizar o
material conservado, este deve ser lavado com de solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, e
posteriormente imerso em cuba estéril contendo na mesma solucdo para hidratacao
(Mazzanti et al., 2001), ou solugcdo ringer acrescida de polivinilpirrolidona iodo em
proporcao 50:1, 24 horas antes do seu uso (Rappeti et al., 2007).

Membranas como o musculo diafragma canino (Mazzanti, 1999), pericardio bovino
(Mazzanti et al., 2003) e costela de gatos (Rappeti et al., 2007) ja foram conservados

neste meio, o qual manteve as caracteristicas teciduais da membrana conservada.

SAL

A solucdo saturada de sal possui propriedades anti-sépticas, pela criacdo de um
ambiente de baixa atividade de agua, o que inibe o crescimento das bactérias. Segundo
Brun et al. (2004), esse meio também pode promover a conservacao de membranas
biol6gicas devido a presenca de iodo no sal comercial, além de poder possuir fungcao

antiimunogénica.
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A solucado saturada de sal é preparada com a adicdo de 1,5 gramas de sal
comercial a um mililitro de agua destilada ou tridestilada, sendo posteriormente
homogeneizado no liquidificador ou manualmente. Antes de ser utilizado, o biomaterial
deve ser lavado e hidratado em solugao de cloreto de sodio a 0,9% por 15 minutos (Brun
et al., 2004), ou 30 minutos com a mesma solucao acrescida de antibiético enrofloxacina
(Freitas et al., 2006; Baungarten et al., 2007) (Figura 3). A membrana biolégica coletada
de forma ndo asséptica e alocada nessa solugdo foi conservada por 90 dias sem
apresentar sinais de contaminacao (Brun et al., 2004).

Esta solucao foi utilizada para conservagao de pericardio canino (Brun et al., 2002),
peritbnio bovino (Freitas et al., 2010) (Figura 4A) e cartilagem auricular de coelhos
(Baungarten et al., 2007) (Figura 4B). Segundo Brun et al. (2002), a solucao de sal foi
capaz de manter as caracteristicas estruturais do implante/enxerto nela conservada, com

integracdo desse material ao leito receptor (Baungarten et al., 2007).



Figura 3. Peritdnio bovino (seta) sendo reidratado com solugdo de

cloreto de sddio a 0,9% acrescida de enrofloxacina.

Figura 4 (AB). Frasco contendo solugdo saturada de sal. A. Observe peritonio
bovino (seta) mergulhado no meio conservante. B. Observe cartilagem auricular

mergulhada (seta) no meio conservante.
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COMENTARIOS

As membranas biol6gicas sdo uma ferramenta de valor no campo da cirurgia
reparadora. Além das vantagens de facil obtencdo, manuseio e conservacéo, podem ser
consideradas como uma escolha a mais no tratamento de defeitos, onde o tecido natural
esta vastamente comprometido ou ausente. O processo de incorporagdo ou integracao
desses materiais sem reacdes de rejeicao aceleram processo de reparacao tecidual e
fornecem ao organismo um apoio durante a restauragao.

Os meios de conservacdao sao capazes de manter as membranas viaveis por
periodos de tempo variaveis, excluindo a necessidade e a limitagdo do uso imediato pés-
coleta. Entretanto, a busca pela membrana e meio de conservacao ideais tras a referéncia
alguma discordancia entre os autores, embora todos concordaram no sentido dessas
membranas biolégicas serem uma opcéo na campo da cirurgia reparadora.

Espera-se que com a disseminacdao da informac&do, mais cirurgides possam se
familiarizar com este recurso, utilizando-se das membranas biolégicas € meios de
conservagcdo como um arsenal de facil obtencdo, manutencdo e de resultados

satisfatorios, a um custo reduzido.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar placas de osso bovino conservadas em solugao saturada de sal, com
ou sem tratamento quimico, como estabilizador articular apdés desmotomia do ligamento
cruzado cranial (LCCr) em caes ex vivo, sob os aspectos mecanicos, microbiolégicos e
microscoépicos. Para tal, 34 placas foram usinadas e distribuidas em dois grupos: Gs
(n=17) - foram conservadas em solucao saturada de sal a 150% por 45 dias; Gps (n=17) -
foram submetidas a tratamento quimico anteriormente a conservacao. Apés, realizou-se
desmotomia do LCCr, osteotomia da tuberosidade da tibia, e avango e fixacdo desta com
as placas ésseas. Para a avaliacdo mecanica, realizou-se 0 ensaio de compressao nos

espécimes (tibia + placa). Observou-se presenca de microorganismo nas placas do Gs.
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No Gps verificou-se desnaturacao do colageno 6sseo. Em ambos os grupos, as forgcas
maximas suportadas excederam as forcas fisiolégicas estimadas para 110% do peso dos
animais. Conclui-se que a solucado saturada de sal promove lise nuclear sem afetar a
disposicdo das fibras 6sseas, sugerindo diminuicdo da antigenicidade de osso cortical
bovino; o processamento quimico € um método eficiente de esterilizacdo de material
cortical 6sseo; e a placa éssea como estabilizador articular suporta a forca vertical
maxima de compressao calculada para 110% do peso vivo sobre a tuberosidade da tibia
apods seu avanco.

Palavras-chave: enxerto, osso, RLCCr, biomecanica.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate bovine cortical bone plates preserved in over-
satured salt solution associated or not with chemical treatment, as a joint stabilization
method after desmotomy of the cranial cruciate ligament (CrCL) in dogs ex vivo, as for
mechanics, microbiologic and microscopic aspects. For this proposal, 34 bone plates were
manufactured and distributed in two groups: GS (n=17) — preserved in 150% over-
saturated salt solution for 45 days; GPS (n=17) — underwent to chemical treatment before
preservation. Later, the CrCL desmotomy, tibial tuberosity osteotomy and advancement
and fixation of the tuberosity with the bone plates were performed. Then, compression
tests of the specimes (tibia + bone plates) were performed for mechanical evaluation.
Contamination was observed in group Gs. It was observed collagen denaturation in Ges. In
both groups the maximum supported force exceeded the physiologic load estimated in
110% of the living weight. We concluded that over-saturated salt solution may reduce
cortical bone antigenicity; the chemical treatment is an effective sterilization method of
cortical bone; and the bone plates as a joint stabilization method supports compressive
forces applied on tibial tuberosity after its advancement.

Palavras-chave: graft, bone, CrCLR, biomechanics;

INTRODUCAO

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCCr) é uma das causas mais comuns de
claudicagdo em caes, pois promove instabilidade rotacional e translacional da articulagao
do joelho (Johnson et al., 1994). De acordo com Piermattei et al. (2006), a intervencao

cirdrgica € recomendada para a maioria dos caes com RLCCr, a fim de restabelecer a



47

estabilidade da articulacao e identificar quaisquer lesées meniscais. Segundo Wilke et al.
(2005), nos ultimos 50 anos diversos procedimentos cirdrgicos tém sido descritos para o
tratamento desta artropatia. Entretanto, entre procedimentos cirirgicos e conservativos,
estimou-se que no ano de 2003 nos Estados Unidos, houve um gasto de cerca de U$ 1
bilhdo para o tratamento de caes com algum tipo de lesao desse ligamento.

Técnicas cirurgicas envolvendo a osteotomia e o deslocamento da tuberosidade da
tibia vém sendo realizadas para reestabilizar a articulacao do joelho (Boudrieau, 2009;
Kim et al., 2008). Entre elas encontram-se a osteotomia de nivelamento do platé tibial
(TPLO) e o avanco da tuberosidade tibial (TTA) (Boudrieau, 2009). Entretanto, de forma
geral, essas técnicas requerem o0 uso de proteses de metal, de varios tamanhos e
dimensbes, que elevam o custo operacional dessas cirurgias (Boudrieau, 2009).
Biomateriais alternativos ao metal para confeccionar implantes cirdrgicos, como polimeros
biodegradaveis, derivados do 6leo de mamona, parafusos de ossos bovinos, vém sendo
pesquisados, devido aos problemas originados pelos metais, nos processos de
biocompatibilidade, osteointegracdo e mdédulo de elasticidade acima do ideal (Haje e
Volpon, 2006; Haje et al., 2007). Haje e Volpon (2006) desenvolveram parafusos de 0sso
bovino, e verificaram que a confeccdo de parafusos de dimensdes pré-estabelecidas é
possivel, apresentando padrdo de qualidade dimensional comparavel com modelo
metalico similar. Entretanto, previamente ao uso desses materiais nas osteossinteses,
estes biomateriais necessitam ser conservados. Assim, varios métodos tém sido utilizados
com esta finalidade. Castania e Volpon (2007) apds esterilizarem blocos ésseos caninos
em oOxido de etileno e enxertarem, concluiram que este material apresentou boa atividade
biol6gica, com alta taxa de integracdo ao leito receptor. Contudo, conforme descrito por
Macedo et al. (1999), a analise da resisténcia de ossos conservados para a utilizacao
futura como implante é de extrema importancia, ja que esse material deve proporcionar
adequado suporte estrutural apos implantado. Assim, objetivou-se avaliar placas de 0sso
bovino conservadas em solucdo saturada de sal, com ou sem tratamento quimico, na
fixacdo ex vivo do avanco da tuberosidade tibial em caes, sob os aspectos mecanicos,

microbiolégicos e microscopicos.
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MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizadas 34 placas, produzidas a partir de amostras de
tibias bovinas frescas, da porcdo medial — terco médio longitudinal -, oriundas de
matadouro frigorifico comercial, coletadas de forma nao asséptica. O transporte das tibias
do local da coleta para o local de usinagem das placas foi realizado em sacos plasticos
com intervalo de cerca de uma hora. O processo de produgédo das placas durou cerca de
duas horas, sendo os ossos mantidos refrigerados em caixa de isopor contendo gelo
desde a coleta até o final da usinagem das placas. As placas foram padronizadas com as
seguintes dimensdes: 5,0cm de comprimento e 0,5cm de espessura, com formato
heptagonal, onde a base do triangulo media 4,5cm (Fig. 1). Apds usinagem, as placas
foram higienizadas em agua corrente. Para se determinar a presenca de microorganismos
nas placas 6sseas apds a usinagem, estas (n=34) foram colocadas em um recipiente de
vidro estéril contendo trés litros de solugcédo de cloreto de sddio a 0,9% (na proporcao de
100 mL por placa éssea), e mantidas sob refrigeracao (4-8°C) por 24 horas. Coletaram-se
amostras do meio, as quais foram semeadas em Agar BHI e Agar Sabouraud. Apos 48
horas, procedeu-se a leitura das placas de Agar BHI em aerobiose e anaerobiose. As
leituras das placas de Agar Sabouraud foram realizadas apés 14 dias.

As placas confeccionadas (n=34) foram distribuidas aleatoriamente em dois
grupos, a saber: 1) Grupo Sal (Gs) (n=17) — foram imersas em recipiente de vidro estéril
contendo 1500mL de solucédo saturada de sal comercial, na proporcao de 1,59 de sal
para 1,0mL de agua destilada; 2) Grupo processamento e sal (Gps) (n=17) - foram
submetidas a um tratamento quimico com alcool absoluto por 48 horas (para fixacao),
agua oxigenada por 24 horas (para clareamento), éter etilico por 24 horas (para remocao
da gordura), alcool absoluto por 48 horas (para desidratacdo) e secagem em estufa a
39°C durante 24 horas; apds foram imersas na mesma solugcdo conservante do Gs. As
placas do grupo Gps foram avaliadas quanto a presenga de microorganismos (leitura em
Agar BHI e Agar Sabouraud) apds o processamento quimico, antes de serem submetidas
a conservagao.

Decorridos 45 dias de conservacao, realizou-se analise microbiol6gica das placas e
do meio conservante. Para a analise qualitativa, duas placas 6sseas de cada grupo (Gs e
Gps) foram retiradas do meio conservante e submersas em BHI caldo, procedendo-se a
leitura apdés 48 horas. Para leitura quantitativa, foram coletadas amostras do
sobrenadante da solucdo de conservagao e trés placas de cada grupo. As placas foram

entdo submetidas a duas lavagens de cinco minutos em solucédo de cloreto de sodio a
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0,9% e subsequente reidratacdo por seis horas nesta mesma solugdo, na proporcao de
100mL de solucao por placa. O sobrenadante da solucédo de conservacao e da solugao de
reidratacdo foram semeadas em Agar BHI e Agar Sabouraud, conforme descrito
anteriormente.

Para avaliagdo microscépica, cinco placas ésseas de cada grupo foram retiradas
do meio conservante e reidratadas por um periodo de seis horas em solucao de cloreto de
sédio a 0,9%, na proporcao de 100mL de solucao por placa. Apés, cada placa foi serrada,
originando dois fragmentos por placa, em um total de 10 fragmentos de cada meio
conservante. Ato continuo, cinco fragmentos de cada grupo foram colocados em solugao
EDTA 5% para descalcificacdo, durante 10 dias e em seguida foram processados
conforme rotina para avaliagdo em microscopia eletrdnica de transmissao, onde se
avaliou a integridade do material celular e da matriz éssea. Os demais cinco fragmentos
de cada grupo foram colocados também em solugdo EDTA 5% para descalcificacao,
permanecendo nesta por 54 dias. Posteriormente, esses fragmentos foram processados
conforme rotina de avaliagdo em microscopia de luz, sendo as laminas coradas por
Hematoxilina-Eosina e Picrosirius, para avaliar a disposicdo e integridade da matriz
0ssea, e também integridade da matriz celular. Para fins comparativos, amostras nao
submetidas a descalcificagao foram produzidas para avaliagdo em microscopia eletronica
de transmissdo. Também para fins comparativos, um grupo controle (Gr), composto de
cinco amostras coletadas a fresco de diferentes tibias de bovino (da mesma porg¢ao tibial
que se coletou para a fabricagcdo das placas), foram processados de forma idéntica a
descrita para os grupos Gs e Gps.

Para a realizagdo da técnica de estabilizagdo articular, coletaram-se 14 membros
pélvicos (espécimes) de sete caes que vieram a Obito da rotina clinico hospitalar, com
peso entre 21 e 41 Kg. Realizou-se dissecacao da tibia e fémur, retirando-se todos os
tecidos moles que os envolviam, ficando preservados apenas a estrutura articular, tendao
patelar e patela. Posteriormente, foi realizado exame radiografico para verificagdo da
articulacao fémoro-tibio-patelar, com incidéncias médio-laterais, posicionando-se a
articulagao paralela ao filme radiografico, em angulo de 90° de flexdo e em extensao total.
Somente os membros considerados dentro do padrdo normal para a espécie foram
utilizados no estudo. Ato continuo, realizou-se a desmotomia do ligamento cruzado cranial
(LCCr) por meio de acesso parapatelar, sendo esta confirmada pela ruptura macroscépica
do ligamento e pela presenca do movimento de gaveta cranial. Ao final deste

procedimento, os membros foram radiografados em posicao médio-lateral, com a
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articulacdo em 135° de extensdo. O angulo da inclinacdo do tendao patelar foi
determinado seguindo a descricdo de Montavon (2002) citado por Selmi et al. (2003).
Apos, realizou-se em todos os espécimes (n=14) osteotomia da tuberosidade tibial com
auxilio de uma serra circular, com posterior avango da tuberosidade (conforme angulo
pré-determinado segundo a técnica de TTA original)(Montavon, 2002, citado por Selmi et
al.; 2003), e fixacao a tibia por meio das placas 6sseas previamente conservadas. Nos
membros pélvicos direitos (grupo Gi) foram implantadas as placas do Gps, € nos
membros esquerdos (grupo Gg) foram implantadas as placas do Gs. A fixagdo das placas
a tibia foi por meio de dois parafusos corticais de 4,5mm; e na tuberosidade, por meio de
dois parafusos corticais de 2,0mm, todos de ago inoxidavel (Cr Ni Mo — ASTM F-138), em
orificio previamente feito com broca de diametro inferior aos parafusos. Essas placas
foram fixadas na porgcao proximal medial da tibia, de forma que a porcdao mais larga da
placa ficasse proxima a articulagdo do joelho (Fig. 1). Anteriormente ao seu uso, as placas
de ambos os grupos foram retiradas do meio conservante e lavadas em solugcédo de
cloreto de sédio a 0,9%, sendo posteriormente colocadas nessa mesma solugcao para
serem reidratadas durante seis horas. No final do procedimento cirdrgico, os membros
foram radiografados para confirmacdo do angulo do avancado da tuberosidade.
Posteriormente, os membros foram mantidos congelados a -20°C.

Para realizagdo dos ensaios biomecanicos, as tibias foram descongeladas por 24
horas a temperatura ambiente, e apds tiveram sua extremidade distal serrada
obliguamente a 4,5cm de distancia da epifise. Ato continuo, foram fixadas em uma base
de PVC com 10cm de didmetro e 5,0cm de altura, por meio de resina acrilica. Essa base
foi fixada a uma morsa, a qual estava acoplada na maquina universal de ensaios (Fig. 1).
Todos os ensaios mecanicos foram realizados na maquina universal de ensaio EMIC®
modelo DL-3000 (capacidade maxima de 500 kgf), com aplicacdo da forca sendo
realizada por meio de um pino (face inferior plana e lisa) posicionado perpendicular a
tuberosidade da tibia (Fig. 1). Aplicou-se uma forca vertical no osso (forca de
compressao), na velocidade de 50mm/min, até a faléncia total do sistema, onde se
observava deformacgdo dos parafusos que fixavam a placa na tuberosidade da tibia. As
deformacdes foram captadas pelos sensores internos de deslocamento da maquina,
sendo obtidos graficos forca x deformacdo, dos quais avaliaram-se forca maxima,
deformacdo até a forca maxima (faléncia do sistema), energia absorvida até a forca
maxima e a rigidez. Os resultados obtidos de forca maxima foram comparados aos

valores estimados a 110% do peso dos animais, conforme descrito por Lins et al. (2009).
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A analise estatistica foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA), seguido de

avaliacao por teste de Tukey (P<0,05).

& '

Figura 1. A) Placa 6ssea confeccionada de osso cortical da diafise femoral de
bovino. B) Placa 6ssea (seta azul) fixada a tuberosidade da tibia (seta
vermelha) e a tibia (seta verde). C) Posicionamento do espécime na maquina
universal para realizacdo do ensaio mecanico destrutivo de compresséao.
Observe a base de PVC fixada a uma morsa ajustavel (seta amarela)
acoplada a maquina de ensaios. D) Ensaio mecanico de compressao.
Observe o pino (seta vermelha) posicionado sobre a tuberosidade tibial.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Apb6s a usinagem dos 0ssos, foi identificado presenca de Staphylococcus sp. nas
placas Osseas, provavelmente decorrente do processo de coleta das tibias e
principalmente do processo de usinagem, os quais ndo foram realizados de forma
asséptica. No grupo Gps, apds o processamento quimico e anterior a conservagcao em
solucdo saturada de sal, bem como ap6s o processo de reidratagdo anterior ao implante,
nao se observou contaminacdo do sobrenadante da solugcdo saturada e das placas
osseas. Concordando com os achados de Haje et al. (2007), os quais apos avaliarem

parafusos e blocos de ossos corticais produzidos da diafise medial da tibia de bovinos,
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processados quimicamente e esterilizados em 6xido de etileno, ndo observaram presenga
de nenhum tipo de microorganismo. Estes resultados encontrados neste estudo foram
decorrentes do processo quimico ao qual estas placas foram submetidas antes de serem
conservadas, que foi semelhante ao utilizado para preparo de biomaterial para ser
esterilizado em 6xido de etileno, como descrito por Castiglia et al. (2009). Neste processo
utilizou-se antissépticos, como alcool e agua oxigenada, que provavelmente colaboraram
para a diminuicdo dos microorganismos. Ja no Ggs, encontrou-se presenca de
Staphylococcus sp. e de fungos filamentosos no sobrenadante da solucao saturada de sal
apoés 45 dias de conservacao, contudo apos seis horas de reidratacao, a solugdo em que
as placas 6sseas foram mantidas ndo apresentou sinais de contaminacao. Esse resultado
concorda com os achados de Melo Filho (2010), o qual encontrou presenca de
contaminacdo em placas 0sseas conservadas nesta mesma solugdo apds 45 dias de
conservacgao, decorrente do processo de usinagem das placas ésseas. A nao presenca
de microorganismos na solucdo de reidratacdo possivelmente é decorrente do local que
estas placas estavam alocadas, no fundo do recipiente contendo sal, que por sua vez
gerou um gradiente de saturacdo que impediu a proliferacdo bacteriana no osso. Ja o
sobrenadante da solugdao possui menor gradiente de saturacao, insuficiente para inibir a
proliferagdo de microorganismos.

Na avaliacdo por microscopia eletrénica do tecido 6sseo dos grupos Gs e Gps, ndo
se observou integridade celular, notada por perda do citoplasma, desnaturacdo da
cromatina e presenca de canaliculos celulares sem prolongamentos citoplasmaticos (Fig.
2). Concordando com os achados de Castania e Volpon (2007) e Castiglia et al. (2009),
que apods avaliarem enxerto ésseo cortical, esponjoso e corticoesponjoso de caes e de
ratas, respectivamente, processados quimicamente e esterilizados em 6xido de etileno,
encontraram as células dos enxertos 0sseos inativas. A auséncia de integridade celular
observada neste estudo deveu-se ao meio de conservacao e/ou pelo processo quimico,
aos quais as placas foram submetidas, que destruiu a vitalidade celular. Entretanto,
segundo Mazzanti et al. (2001) e Guimaréaes et al. (2007), o meio de preservacao nao
precisa manter a vitalidade celular, pois a eficiéncia da cirurgia reparadora com material
enxertado independe da sobrevida dos elementos celulares do enxerto, estando mais
relacionada com a reacao bioldgica de reparacao e regeneracao tecidual. Além disso,
notou-se no tecido 6sseo desses grupos que a orientacao e disposicao das fibras dsseas
de todos o0s espécimes permaneceram inalteradas. Resultados estes diferentes do

relatado por Haje et al. (2007) e Castiglia et al. (2009), que apds avaliarem a agao do
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processamento quimico e da esterilizagao por 6xido de etileno sobre parafusos corticais
produzidos da tibia de bovinos e osso cortical e esponjoso de ratas, respectivamente,
encontraram amalgamagao das fibras Osseas. Esses autores relacionaram a
amalgamagcgao das fibras a fatores fisicos aos quais os ossos foram expostos durante o
processo de esterilizacdo, como pressao, vacuo e, principalmente, aquecimento.

Na avaliacdo por microscopia de luz observou-se, na coloracdo por Hematoxilina-
Eosina, maior quantidade de células no tecido 6sseo do Gps. Entretanto, estas células
apresentavam minimo conteudo citoplasmatico, auséncia de contorno e disposicoes
irregulares do nucleo, caracterizando necrose celular. J& no Gs prevaleceu auséncia de
material intracelular. Tal achado concorda com o de Castiglia et al. (2009), que relataram
maior preservacao celular nos espécimes 6sseos dos grupos tratados quimicamente
quando comparado aos nao submetidos ao tratamento quimico, embora a viabilidade
celular também estivesse comprometida. Isto se deve ao fato do alcool utilizado no inicio
do tratamento quimico, no Gps, ter atuado como fixador das estruturas Osseas. Na
coloracao por Picrus-Cirius, foi possivel notar no Gps a presenca de diversas falhas
dispersas pelo colageno (Fig. 2), enquanto que no Gs nao se observaram tais falhas.
Estas falhas provavelmente ocorreram pelo fato das placas do Gps terem sido submetidas
a secagem em estufa a 39°C por 24 horas, pois segundo descrito por Wang et al. (2001),
ocorre desnaturacao de 8,8% do colageno dos 0ssos apods aquecimento deste por 1 hora

a temperatura de 37°C.
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Figura 2. A e B — Andlise ultraestrutural do osso cortical bovino apos
conservacao em solucdo saturada de sal, com e sem tratamento quimico
prévio. A) Observe auséncia quase total de contetudo nuclear (seta amarela)
e presenca de cromatina desnaturada (seta vermelha), no osso do grupo
conservado em solucdo saturada de sal (Gs). (3000x, 80 kV). B) Observe
perda do contorno nuclear, e manutencdo de parte do conteudo
citoplasmatico (seta azul), no osso do grupo tratado quimicamente e
conservado em solugdo saturada de sal (Gpg). (3000x, 80 kV). C e D -
Fotomicrografia do osso cortical bovino apdés conservagcdo em solucao
saturada de sal, com e sem tratamento quimico prévio. Observe falhas na
matriz de colageno (circulo) no osso conservado em solugao saturada de sal
(Gpg). Picrosirius -10 e 20x.

Em relacdo a avaliagdo mecénica, observou-se no grupo onde as placas foram
tratadas quimicamente e conservadas em solucdo saturada de sal (Gps), que a carga
maxima suportada pelo sistema (placa + parafuso + tibia) foi de 754,7 + 185N, enquanto
no grupo onde as placas foram somente conservadas em solucao de sal (Gs) foi de
691,36 + 335,3N, nao havendo diferenca significativa entre os grupos (P<0,05) Esse
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resultado concorda com o relatado por Lins et al. (2009), os quais apds testarem uma
técnica modificada de estabilizacdo articular por meio de fixagdo da tuberosidade com
parafuso totalmente rosqueado, associado a espacador de titdnio, encontraram uma forca
vertical maxima de 651 + 303N. Também, verificou-se nas curvas de forca x deformacéao
deste estudo, que os valores limites relativos até 110% do peso do animal estiveram
dentro da fase elastica do grafico, ou seja, ndo houve deformacao permanente no sistema
quando aplicado forca de até 110% do peso do animal. Assim, verificou-se que a carga
maxima suportada pelo sistema (em ambos os grupos) superou a forga vertical maxima
(PVF), que neste estudo foi de 302,9 + 70,05N. Possivelmente isto se deveu a néo
interferéncia do meio de conservacao sobre a rigidez das placas 6sseas, pois segundo
Melo Filho (2010) apés avaliar placas ésseas de bovino conservadas em diferentes
meios, verificou que a solucdo saturada de sal a 150% n&o promoveu alteracdo na forca
de compressao quando comparada a outros meios de conservagao. Discordando dos
achados de Hofmann et al. (2003), os quais ap6s estudarem pinos confeccionados a partir
de ossos corticais de tibias bovinas, e esterilizados com 6xido de etileno, autoclavagem e
radiacdo gama, verificaram que os tratados com 6éxido de etileno apresentaram
diminuicdo no grau de rigidez. O resultado deste estudo ocorreu provavelmente pelo fato
do meio conservante atuar no 0sso na sua fase mineral, mais especificamente na agua,
causando assim desidratacdo do osso, e consequente efeito protetor nas fibras dsseas.
Além disso, o formato da placa éssea que foi confeccionada garantiu uma boa fixacao e
sustentacao da tuberosidade da tibia.

A faléncia total do sistema ocorreu quando se observou falha na interface
parafuso-0sso e posterior deformacéo dos parafusos utilizados para fixagao da placa na
tuberosidade da tibia. Neste momento, notou-se que os parafusos se deslocavam no
sentido vertical da tibia, acompanhando o sentido da forca aplicada (forca de
compressao), sem, portanto, ocorrer fratura da tuberosidade. Concordando com os
achados de Lins et al. (2009), os quais apos testarem a associagcdo de um parafuso
totalmente rosqueado e um espacador de titdnio fixados a tuberosidade tibial como
método modificado da TTA em caes ex vivo, nao observaram fratura da tuberosidade da
tibia. Discordando do relatado por Montavon (2002) citado por Lins et al. (2009), que
descreveram que a complicagcdo mais frequente na técnica original de TTA é a fratura
dessa estrutura 6ssea. Este resultado parece estar relacionado a preservagdao da
integridade 6ssea da tuberosidade tibial, que nao foi enfraquecida apesar da passagem e

presenca dos dois parafusos corticais. Ainda, em dois espécimes (uma do Gps € uma do
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Gs) houve fratura completa longitudinal da placa 6ssea entre as perfuracdes dos
parafusos. Essas fraturas provavelmente estdo relacionadas ao processo de perfuracao
das placas para colocacao do parafuso, onde se notou nesses espécimes a presenca de
uma fissura éssea entre a placa e o parafuso, proporcionando o enfraquecimento das
mesmas. Contudo, mesmo nesses espécimes, o ponto de faléncia do sistema ocorreu
apoés aplicacao de forca superior a estimada para sustentacdo do peso dos animais sobre

0s membros.

CONCLUSOES

Nas condicbes deste estudo, pode-se concluir que a solucdo saturada de sal
promove lise nuclear sem afetar a disposicao das fibras ésseas, sugerindo diminuicao da
antigenicidade de osso cortical bovino; o processamento quimico € um método eficiente
de esterilizagdo de material cortical 6sseo; a placa éssea como estabilizador articular
suporta a forga vertical maxima de compressao calculada para 110% do peso vivo sobre a
tuberosidade da tibia apés seu avanco; e a viabilidade biomecanica da estabilizagao
articular por placas 6sseas apos desmotomia do LCCr suportam futuros testes clinicos in

vivo para validagao da técnica.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Nas condicbes deste estudo, pode-se concluir que:

A solugdo saturada de sal promove lise nuclear sem afetar a disposigao das fibras
0sseas, sugerindo reducao da antigenicidade do osso cortical bovino;

Nao ha preservagdo da viabilidade celular das células ésseas conservadas em
solugdo saturada de sal com ou sem processamento quimico, caracterizada por
necrose celular generalizada;

O processamento quimico € um método eficiente de esterilizacdo de material
cortical 6sseo;

As placas conservadas em solugcdo saturada de sal, com e sem tratamento
quimico, apresentam comportamento biomecanico semelhante ap6s implantagao
no avancgo da tuberosidade tibial;

A placa 6ssea como estabilizador articular suporta a forca de compressao estimada
para 110% do peso vivo sobre a tuberosidade da tibia apds seu avango, sem sofrer
deformacéao permanente;

A viabilidade biomecanica da estabilizacdo articular por placas ésseas apds
desmotomia do LCCr suportam futuros testes clinicos in vivo para validacao da

técnica.
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ANEXOS

Figura 1. Placa 6ssea confeccionada de osso cortical da diafise femoral de bovino.
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Figura 2. Técnica de estabilizacdo articular apoés desmotomia do ligamento cruzado
cranial com avanco da tuberosidade da tibia em caes ex vivo. Observe a placa 6ssea

(seta vermelha) fixada na tuberosidade da tibia (seta azul) e na tibia (seta lilas).



Figura 3. Espécime (tibia + placa) fixada em base de PVC (seta vermelha)
preenchida com resina acrilica (seta rosa), com auxilio de suporte mecanico
ajustavel. Observe o posicionamento do pino de forga perpendicular (tragco preto
vertical) a base o qual foi fixada a tibia (trago preto horizontal).
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Figura 4. Maquina universal de ensaios EMIC® do Laboratério de Pesquisas

Materiais da Universidade de Uberaba.
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Figura 5. Posicionamento do espécime (tibia + placa) na maquina universal de ensaios
mecanicos. Observe a base de PVC fixada a uma morsa ajustavel (seta amarela)
acoplada a maquina de ensaios, € 0 pino de aplicacdo de forca (seta vermelha)
perpendicular a tuberosidade da tibia (seta rosa).
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Figura 6. Ensaio mecanico destrutivo de compressdo do espécime (tibia + placa).

Observe a posicao perpendicular do pino de aplicacao de forca (seta azul) sobre a
tuberosidade tibial deslocada (seta vermelha), a qual esta fixada por meio de placa
confeccionada de 0sso bovino (seta verde).
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Figura 7. Ensaio mecanico destrutivo de compressao da tibia de caes ex vivo apds
avango e fixacao da sua tuberosidade por meio de placa de osso bovino. Observe
deformagdo do parafuso cortical (seta verde), e deslocamento da tuberosidade no
sentido lateral a placa éssea (seta azul).
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Figura 8. Aspecto ultra-estrutural do osso cortical bovino apés conservacao em solugao
saturada de sal (Gp). Observe contorno nuclear irregular (seta vermelha), presenca de
cromatina desnaturada (seta amarela), e canaliculos celulares sem prolongamentos
citoplasmaticos (seta verde) (3000x).
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Figura 9. Aspecto ultra-estrutural do osso cortical bovino apo6s tratamento quimico e
conservagao em solugao saturada de sal (Gps). Observe contorno nuclear irregular (seta
vermelha), presenga de cromatina desnaturada (seta amarela), e canaliculos celulares
sem prolongamentos citoplasmaticos (seta verde) (3000x, 80 kV).
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Figura 10. Fotomicrografia do osso cortical bovino apds tratamento quimico e
conservacao em solucao saturada de sal (Gps). Observe falhas na matriz de colageno
(circulo). Picrosirius — 20x.
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Figura 11. Fotomicrografia do osso cortical bovino apds conservagdo em solugdo
saturada de sal (Gs). Observe auséncia de alteracdo na arquitetura da matriz 6ssea
(circulo), com células apresentando minimo conteddo celular e citoplasmatico (seta
vermelha). HE — 20x.
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Figura 12. Fotomicrografia do osso cortical bovino apds tratamento quimico e
conservacao em solucdo saturada de sal (Gps). Observe células com auséncia de

material celular (seta vermelha) e com material celular preservado (seta verde). HE — 20x.
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Figura 13. Grafico de dispersao dos espécimes que tiveram a tuberosidade da tibia
reparada com placas do Gps (G1). Valores para construgdo dos espécimes
relativos a 25, 50, 75, 100 e 110% do peso, forga e deformag¢ao maximas.
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Figura 14. Grafico de dispersao dos espécimes que tiveram a tuberosidade da tibia
reparada com placas do Ggs (G2). Valores para constru¢ao dos espécimes relativos

a 25, 50, 75, 100 e 110% do peso, e forca e deformagdo maximas.



Tabela 1. Conversao do peso dos animais de quilograma (Kg) em Newtons (N).

Animal

Peso corporal (N)

2453

2551

304.1

240.3

265.9

405.2

211.9

25%

61.3

63.8

76.0

60.1

66.5

101.3

53.0

50%

122.6

127.5

152.1

120.2

132.9

202.6

105.9

75%

183.9

191.3

228.1

180.3

199.4

303.9

158.9

100%

245.3

2551

304.1

240.3

265.9

405.2

211.9

110%

269.8

280.6

334.5

264.4

292.4

445.7

233.1
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Tabela 2. Valores obtidos das curvas de forga x deformagao dos espécimes que tiveram a
tuberosidade da tibia reparada com placas do Gps. Os valores percentuais (%) sao
relativos a porcentagem de peso do animal, calculado apés o ébito. Valores de forca

expressos em Newtons (N) e deformagao em milimetros (mm).

ESPECIMES
A B C D E F G
Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forga
25% 218 61.3 05 63.8 092 76.0 050 60.1 088 66.5 147 101.3 017 53.0
50% 453 1226 115 1275 167 1521 1.08 1202 196 1329 364 2026 037 1059
75% 532 1839 190 191.3 261 2281 178 180.3 486 199.4 577 3039 060 158.9
100% 6.74 2453 327 2551 372 3041 242 240.3 6.04 2659 763 4052 083 2119
10% 742 2698 377 280.6 414 3345 270 2644 646 2924 883 4457 093 233.1
Max. 153 6783 128 7128 196 9017 153 789.7 11.2 461.0 130 693.3 5.4 1046.1

Méax — For¢a e delocamento maximos do espécime testado.
Def - Deformagao

Tabela 3. Valores obtidos das curvas de for¢ca x deformagao dos espécimes que tiveram a
tuberosidade da tibia reparada com placas do Gs. Os valores percentuais (%) sao
relativos a porcentagem de peso do animal, calculado apds o Obito. Valores de forca

expressos em Newtons (N) e deformag¢ao em milimetros (mm).

ESPECIMES
A B C D E F G
Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forca Def. Forga Def. Forca
25% 068 61.3 064 63.8 1.09 76.0 203 60.1 068 66.5 115 1013 079 53.0
50% 1.85 1226 122 1275 181 1521 3.147 1202 268 1329 215 2026 128 105.9
75% 4.02 1839 172 191.3 235 2281 475 180.3 513 1994 333 3039 1.64 158.9
100% 4.92 2453 238 255.1 277 3041 6.85 2403 679 2659 518 4052 202 211.9
110% 528 269.8 263 280.6 295 3345 829 2644 774 2924 589 4457 218 233.1
Max. 9.9 4447 103 8243 100 9189 123 3486 121 359.0 9.1 6904 103 12538

Méax — For¢a e delocamento maximos do espécime testado.
Def - Deformagao
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Tabela 4. Valores de forca e deformacao maxima dos grupos Gps € Gs, média e desvio

padrao.

G Deformacéao Forca maxima G Deformacéao Forca maxima
P (mm) (N) s (mm) (N)
A1l 15.3 678.3 A2 9.9 444.7
B1 12.8 712.8 B2 10.3 824.3
C1 19.6 901.7 C2 10.0 918.9
D1 15.3 789.7 D2 12.3 348.6
E1 11.2 461.0 E2 12.1 359.0
F1 13.0 693.3 F2 9.1 690.4

G1 5.4 1046.1 G2 10.3 1253.8
Média 13.24 754.70 Média 10.59 691.36
Desv. Desv.

Pad. 4.37 185.00 Pad. 1.19 335.30

Tabela 5. Andlise microbiolégica da solucdo de reidratagdo das placas Osseas e de
amostras do sobrenadante do meio conservante, anterior (PC) e apés 45 dias de
conservacao (AC) em solucdo saturada de sal (Gs) e apo6s tratamento quimico e

conservagao em solugao saturada de sal (Gps).

GRUPOS
Gps GS
Solucéo de Solucéo de
) _ Sobrenadante ) _ Sobrenadante
reidratacao reidratacao
MEIOS PC AC PC AC PC AC PC AC
BHI
n/a = = = n/a = = +
AEROBIOSE
BHI
ANAEROBIOS n/a - - - n/a - - -
E
SABOURAUD
n/a - - - n/a - - -
37°C
SABOURAUD
TEMPERATUR n/a - - - n/a + - +
A AMBIENTE

+ presenca de microorganismos
- auséncia de microorganismos

n/a ndo avaliado



