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RESUMO

DAL-BO, I. S. Estudo biomecanico comparativo da resisténcia de segmentos
0sseos de radios de cées autoclavados ou desvitalizados em nitrogénio liquido.
[Biomechanical comparative study of the strength of autoclaved and devitalized in
liquid nitrogen bone segments from the radius of dogs]. 2014. 94 f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2014.

O presente estudo visa comparar biomecanicamente, por meio do ensaio de flexao
em quatro pontos, a resisténcia de segmentos de radios de caes autoclavados e
desvitalizados em nitrogénio liquido. Foram utilizados 20 cadaveres de caes de mais
de dois anos de idade e massa corporal superior a 20 kg, portanto 40 radios, que
foram divididos em quatro grupos: grupo autoclave (GA), grupo controle autoclave
(GCA), grupo nitrogénio (GN) e grupo controle nitrogénio (GCN). Os corpos de prova
dos grupos GCA e GCN pertenciam ao lado contralateral dos grupos GA e GN,
respectivamente. Os ossos foram autoclavados a 121°C, por 20 min a 2 atm. A
desvitalizacdo em nitrogénio foi realizada por meio da imersdo em nitrogénio liquido,
por 20 min, seguida de descongelamento a temperatura ambiente, sendo finalizada
por imersédo em solucéo de NaCL a 0,9%, por mais 15 min. A avaliacdo da resisténcia
biomecanica foi realizada pelo ensaio de flexdo em quatro pontos. Foi utilizado o
programa de computador PMI para calcular o momento de inércia apds o0 ensaio
biomecanico destrutivo. Foram comparadas as variaveis forca maxima, rigidez, altura
maxima a seccao transversa do corpo de prova, deslocamento do baricentro em
relacdo ao eixo X, flecha, tensdo-tracdo, tensdo compressao e tensdo maxima. Nao
foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos GN e
GCN. Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
GA e GCA somente na comparacao da variavel forca maxima. A analise das variaveis
tensdo-tracdo, tensdo-compressdo e tensdo maxima evidenciou diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos GA e GN, sendo os valores maiores
para o grupo GA. Também foi realizada comparacao entre os deltas (GN menos GCN

e GA menos GCA) em que nao foram observadas diferencas estatisticas.

Palavras-chave: Ensaio de flexdo em quarto pontos. Osteossarcoma. Cirurgia de

preservagao do membro. Ortopedia.



ABSTRACT

DAL-BO, i. S. Biomechanical comparative study of the strength of autoclaved
and devitalized in liquid nitrogen bone segments from the radius of dogs.
[Estudo biomecénico comparativo da resisténcia de segmentos 6sseos de radios de
cdes autoclavados ou desvitalizados em nitrogénio liquido]. 2014. 94 f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2014.

The present study aim to, biomechanically compare through the four points bending
test, the strenght of autoclaved and devitalized in liquid nitrogen radius segments. 20
corpses of dogs (>2 years of age and >20 kg of weight) were used. 40 radius were
collected and divided into 4 groups, Autoclave Group (GA), Control Autoclave Group
(GCA), Nitrogen Group (NG) and Control Nitrogen Group (GCN). Bone segments from
groups GCA and GCN were contralateral to GA and NG. The segments were
autoclaved at 121°C and 2 atm for 20 minutes. Nitrogen devitalization of the bone
segments was obtained by 20 minutes immersion, followed by thawing at room
temperature and 15 minutes immersion in 0,9% NaCL solution. The biomechanical
strenght evaluation was performed in the four points bending test; afterwards, PMI
computer program calculated the moment of inertia after the destructive biomechanical
assay. Variables compared were maximum strength, stiffness, maximum high trough
the transverse section of the bone segment, centers of mass dislocation in relation to x
axe, arrow, stress-tension, stress-compression and maximum stress. No statistically
significant differences between the GN and GCN groups were found. Statistically
significant differences were found between groups GA and GCA only in the
comparison of the maximum force variable. The analysis of variable stress-tension,
stress-compression and maximum stress showed statistically significant differences
between the GA and GN groups, with higher values for the GA group. Comparison of
the deltas (GN least GCN and GA least GCA) that no statistical differences were

observed was also performed.

Keywords: Four points bending test. Osteosarcoma. Limb-sparing surgery.

Orthopaedic.
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1 INTRODUCAO

O osteossarcoma apendicular € a neoplasia 6ssea de ocorréncia mais comum
em cdes. O tratamento tradicional € baseado na excisdo cirdrgica através da
amputacao do membro associada a quimioterapia (MACDONALD; SCHILLER, 2010).

Em casos em que a amputacdo ndo possa ser realizada ou quando o
proprietario se mostre relutante a tal procedimento, a cirurgia de preservacao do
membro ou limb-sparing € indicada (LIPTAK et al., 2006).

Os principios da cirurgia de preservacdo do membro incluem a ressec¢do em
bloco do tumor e o tratamento do mesmo por meio de técnicas que utilizam o calor ou
o frio para desvitalizar as células neoplasicas e, em seguida, esse segmento é
reimplantado e fixado ao osso receptor (LIPTAK et al., 2006). Alguns dos metodos
mais utilizados para o tratamento do autoenxerto sdo a autoclavagem (BOHM et al.,
1998) e a desvitalizagdo em nitrogénio liquido (RAHMAN et al., 2009).

Esses métodos de ‘“reciclagem” do osso neoplasico eliminam as células
tumorais, entretanto podem alterar suas caracteristicas biomecéanicas. Os processos
de autoclavagem e congelamento com nitrogénio liquido, ainda séo frequentemente
utilizados em medicina, principalmente nos paises asiaticos, em que a orientacao
religiosa ndo permite a utilizacdo de aloenxertos. Ambos apresentam a simplicidade,
praticidade e disponibilidade imediata dos autoenxertos (YAMAMOTO et al., 2003;
HAYASHI et al., 2005; SAKAYAMA et al., 2006; RAHMAN et al., 2009; TANZAWA et
al.,, 2009; TSUCHIYA et al., 2010), contudo, o potencial osteoindutor e a matriz
organica do autoenxerto sdo perdidos quando o o0sso € submetido a temperaturas
superiores a 60°C. (YAMAMOTO et al., 2003; HAYASHI et al., 2005). J4 o emprego
do nitrogénio liquido preserva a resisténcia biomecénica e mantém as propriedades
osteoindutivas e osteocondutivas além de permitir a reutilizacdo de tecidos moles
como tendbes e ligamentos (SAKAYAMA et al.,, 2006; RAHMAN et al., 2009;
TANZAWA et al., 2009; TSUCHIYA et al., 2010).

O presente trabalho visa comparar biomecanicamente, através do ensaio de
flexdo de quatro pontos, a resisténcia de segmentos de radios caninos, tratados com
0s métodos de autoclavagem e desvitalizacdo em nitrogénio liquido, apos selecao das

amostras por meio de densitometria 0ssea.

DAL-BO, I.S.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura encontra-se dividida como se segue:

2.1 NEOPLASIAS OSSEAS EM CAES

O osteossarcoma € a principal neoplasia 6ssea primaria maligna canina, sendo
responsavel por cerca de 80% dos tumores 0sseos nessa espécie (ENDICOTT, 2003;
LIPTAK et al, 2004a), seguida do condrossarcoma, fibrossarcoma e
hemangiossarcoma (GARZOTTO; BERG, 2007). Essa neoplasia possui origem
mesenquimal, etiologia desconhecida e apresenta comportamento invasivo nos
tecidos adjacentes. Tem grande potencial metastatico por via hematdgena,
principalmente para os pulmdes e 0ssos e, por via linfatica, para os linfonodos
regionais (ROVESTI et al., 2002).

Aproximadamente 75% dos osteossarcomas acometem o0 esqueleto
apendicular com predilecéo pela metéafise dos ossos longos, principalmente a regiao
distal do radio. A maioria dos pacientes acometidos apresenta massa corporal
superior a 20 quilogramas (kg), pertence a racas grandes e gigantes e a média de
idade observada é de 7 anos (ROVESTI et al., 2002; ENDICOTT, 2003; LIPTAK et al.,
2006).

Cerca de 10% dos cdes apresentam evidéncia radiolégica de metastases
pulmonares no momento do primeiro atendimento, entretanto, em torno de 90% ja
desenvolveu micrometastases (BURACCO et al., 2002).

Os sinais clinicos dessa neoplasia sdo claudicacdo e aumento de volume de
consisténcia firme e doloroso a palpacéo. A claudicacdo inicialmente € de grau leve e
intermitente, progredindo para o grau severo e persistente, podendo culminar em
impoténcia funcional aguda que, geralmente, é associada a fraturas patoldgicas
(MORELLO et al., 2010).

O diagnéstico é realizado com base na anamnese, exame fisico e exames
radiograficos. Os achados radiologicos incluem lesdes Osseas liticas e/ou

proliferativas, pobre definicdo da zona transicional entre cortical e medular 0sseas,
DAL-BO, i.S.
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acentuado aumento de volume de tecidos moles adjacentes, elevacéo periosteal
(tridngulo de Codman) e aspecto de “raios de sol” (sunburst) (ENDICOTT, 2003;
GARZOTTO; BERG, 2007). Entretanto, os dois ultimos sinais radiolégicos nédo séo
patognomonicos para esse tipo de tumor. Em geral, 0 osteossarcoma néo invade o
espaco articular, mas pode provocar reacdo periosteal no osso adjacente. O
diagnostico diferencial inclui osteomielites bacteriana e fungica (GARZOTTO; BERG,
2007). Para delimitacdo das areas acometidas pelo tumor, tanto no tecido 6sseo
guanto nos tecidos moles e para identificacao precoce de metastases pulmonares néo
visiveis radiograficamente, é indicada a realizacdo de tomografia computadorizada
(TC) ou ressonancia magnética (RM). Esses exames complementares sao
fundamentais no planejamento cirargico. A presenca de metastases pulmonares € um
indicador de prognoéstico (MORELLO et al., 2010).

O diagnostico definitivo é realizado através de biopsia e histopatologia. O
material deve ser colhido de maneira menos invasiva com auxilio da agulha de
Jamshidi ou trefina de Michelle (ENDICOTT, 2003; MORELLO et al., 2010). Alguns
autores, entretanto, referiram nao realizar bidépsia em alguns casos, a fim de evitar a
disseminacao de células tumorais nos tecidos moles. Outro motivo para terem optado
pela néo realizacédo da bidpsia € que esse procedimento pode favorecer a ocorréncia
de fraturas patologicas (LIPTAK et al., 2005; GASCH et al., 2013).

O padrdo ouro para o tratamento do osteossarcoma consiste na excisdo
cirargica da neoplasia primaria, através da amputacdo do membro e quimioterapia
adjuvante, os quais promovem sobrevida média de 262 a 540 dias nos pacientes que
apresentam osteossarcoma apendicular (LIPTAK et al.,, 2004a; MACDONALD;
SCHILLER, 2010). A quimioterapia é baseada na administracdo das drogas cisplatina,
carboplatina e doxorrubicina isoladamente ou em diferentes associacbes e visa
minimizar o surgimento de metastases. O membro amputado deve ser encaminhado
para histopatologia (LIPTAK et al., 2004a; GARZOTTO; BERG, 2007).
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2.2 CIRURGIA DE PRESERVACAO DO MEMBRO (LIMB-SPARING)

Embora a amputacao seja o tratamento tradicional para o osteossarcoma e a
maioria dos caes tolerem bem esse procedimento, a cirurgia de preservagcdo do
membro ou limb-sparing € indicada em casos de enfermidades concomitantes com a
neoplasia, como obesidade, doenca neurolégica e doenca articular degenerativa
debilitante em outros membros. H& ainda possibilidade de realizagcdo de limb-sparing
Nnos casos em que O proprietario € relutante a amputacdo e no qual o paciente se
enquadra no perfil para ser submetido a tal intervencéo cirirgica (MORELLO et al.,
2003; LIPTAK et al., 2006).

As caracteristicas dos candidatos a esse procedimento incluem bom estado de
saude, auséncia de metastases, presenca de osteossarcoma que esteja clinicamente
e radiograficamente confinado em um membro e acometendo menos que 50% do
comprimento 0sseo (determinado radiograficamente), auséncia de fratura patologica e
menos de 360 graus de envolvimento dos tecidos moles (DERNELL et al., 2007). A
cirurgia de limb-sparing também pode ser realizada para tratamento de outras
neoplasias 6sseas como sarcoma histiocitico (LIPTAK et al., 2004b).

A preservacdo do membro néo altera o tempo de sobrevida quando comparado
a amputacéo e quimioterapia adjuvante, contudo, promove algumas vantagens sobre
o tratamento tradicional, como o0 excelente retorno a funcdo do membro em
aproximadamente 80% dos cdes e preservacdo do “estado de quadrupede” em
pacientes de racas grandes ou gigantes (LIPTAK et al.,, 2005; MACDONALD;
SCHILLER, 2010).

O limb-sparing envolve a resseccdo do tumor e a reconstrucao da coluna 6ssea
e, geralmente, artrodese da articulacdo adjacente. A cirurgia de preservacdo do
membro tem sido descrita nas regides distal de radio, proximal de umero, distal de
tibia e proximal de fémur. A que promove melhores resultados, contudo, é a distal de
radio, uma vez que a artrodese pancarpal é bem tolerada pelos caes, contrastando
com as demais areas, em que o retorno a funcdo nao é satisfatério (LIPTAK et al.,
2006).

Uma variedade de métodos de limb-sparing tem sido descrita. As técnicas mais
comumente realizadas sdo autoenxerto autoclavado (BOHM et al., 1998), autoenxerto

desvitalizado em nitrogénio liquido (RAHMAN et al., 2009), autoenxerto pasteurizado
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(JEON et al., 2008), utilizacdo de radiacdo intraoperatdria in vivo ou ex Vivo
(extracorporea) (LIPTAK et al.,, 2004; BOSTON et al.,, 2007), osteogénese por
transporte ésseo longitudinal (ROVESTI et al., 2002), transposi¢cao da ulna ipsilateral
(SEGUIN et al., 2003; POOYA et al., 2004; GASCH et al., 2013), utilizacdo de
aloenxerto (KUNTZ et al., 1998) e endoproteses de metal (LIPTAK et al., 2006;
MACDONALD; SCHILLER, 2010).

Os autoenxertos podem ser contraindicados em cdes com lesdes tumorais
primariamente liticas, em que a integridade estrutural do osso cortical pode fragilizar-
se ainda mais ap0s o processo de tratamento do enxerto, predispondo a falha no

procedimento de preservacao do membro (LIPTAK et al., 2004b).

2.2.1 Autoenxerto tratado por autoclavagem

A técnica de “reciclagem autdgena” é baseada na imediata reimplantagdo do
0SS0 resseccionado apos o tratamento extracorpéreo pelo calor, frio ou radiacdo. Os
autoenxertos apresentam algumas vantagens em relacdo a reacdo imunolégica, uma
vez que ndo transmitem doencas, sdo economicamente viaveis, de facil acesso e
apresentam conformacéo anatdmica compativel com o receptor (JEON et al., 2008).

As aplicacbes clinicas do osso autoclavado para reconstrucdo de defeitos
0sseos apoés a resseccao de tumores tém sido relatadas em muitas pesquisas desde
1956. As vantagens do seu uso sao facilidade técnica, disponibilidade imediata, baixo
custo e auséncia de risco de infeccdo para o doador (HAYASHI et al., 2005). Em
contraste, os inconvenientes sdo o enfraguecimento da resisténcia dinamica (fase
elastica) ap6s a autoclavagem, perda da matriz cartilaginosa e suscetibilidade a
infeccdo pos-operatéria por se tratar de um “osso morto” (HAYASHI et al., 2005;
SAKAYAMA et al., 2006).

Durante o processo de autoclavagem, o potencial osteoindutor é perdido
devido a desnaturacéo da proteina por calor e somente o potencial osteocondutor, ou
seja, funcdo de suporte estrutural permanece (ASADA et al., 1997; HAYASHI et al.,
2005). Outra limitacao da “reciclagem” dos autoenxertos é a dificuldade de reducao

perfeita em casos de lesdes 6sseas primarias liticas/proliferativas (JEON et al., 2008).
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Quanto ao segmento 6sseo que sera autoclavado e, posteriormente
reconstruido, h& necessidade de garantir ndo apenas as margens de seguranca, mas
gue todas as células tumorais daquele segmento serdo destruidas através do
tratamento extracorporeo (BOHM et al., 1998). E evidente que o tempo de
aquecimento longo e altas temperaturas sdo desejaveis, contudo as capacidades
biomecéanicas 0Osseas podem ser reduzidas consideravelmente pelas altas
temperaturas e longo tempo de aquecimento. O tempo minimo de autoclavagem é 15
minutos (min) a 134°C ou 20 min a 120°C para ossos longos com a intencdo de
desvitalizar células tumorais (BOHM et al., 1998; SAKAYAMA et al., 2004).

2.2.2 Autoenxerto desvitalizado por nitrogénio liquido

O congelamento ou criocirurgia foi primeiramente utilizado no tratamento de
tumores em 1964 como procedimento paliativo. O uso do nitrogénio liquido para
tratamento de osteossarcoma primario foi descrito pela primeira vez em 1984
(RAHMAN et al., 2009).

O nitrogénio liquido, armazenado a -197°C, é agente criogénico eficaz, que
pode ser utilizado para preservacdo ou destruicdo tecidual. O congelamento lento e
descongelamento rapido permitem a preservacdo dos tecidos, enquanto o rapido
congelamento e descongelamento lento causam destruicdo celular (RAHMAN et al.,
2009). O nitrogénio liquido entra em ebulicdo a -196°C e retorna as baixas
temperaturas através de dois outros compostos, 0 6xido nitroso (ebulicdo a -89°C) e
dioxido de carbono (ebulicdo a -78.5°C), portanto pode atingir o mais profundo efeito
de congelamento. A morte celular ocorre pela combinacdo de danos diretos pela
formacdo de cristais intra e extracelulares e distirbios osmoticos e eletroliticos
(POGREL, 1993).

As vantagens da utilizacdo do nitrogénio liquido sdo sua simplicidade, baixo
custo, manutencao das propriedades osteoindutivas e osteocondutivas, possibilidade
de reducao anatdmica perfeita entre 0 autoenxerto e 0 0sso receptor, manutencao da
resisténcia biomecanica, auséncia de transmissdo de doencas, auséncia de rejeicao
imunolégica e preservacdo da matriz cartilaginosa. Além disso, dispensa a formagéo

de banco de 0ssos, ndo requer equipamentos especiais nem controle térmico restrito,
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ndo desnatura proteinas e promove revitalizacdo precoce e efeitos crioimunolégicos
(TSUCHIYA et al., 2005; TSUCHIYA et al., 2010).

O protocolo mais utilizado consiste em excisdo em bloco da neoplasia,
remocado dos tecidos moles adjacentes e congelamento imediato da peca em
nitrogénio liquido por 20 min, sendo a mesma gradativamente descongelada e
reimplantada através de fixacao interna (NISHIDA et al., 2008).

A hipotermia ndo apenas induz a morte das células tumorais, mas também
ativa a resposta imune antitumoral estimulada pelos antigenos tumorais liberados pelo
tecido crionecrético (NISHIDA et al., 2008). Para as lesbes Osseas, a criocirurgia
oferece algumas vantagens sobre outras modalidades de tratamentos porque mata as
células dentro do 0sso, mas deixa a estrutura inorganica intocada, fazendo com que a

mesma permanec¢a como matriz para neoformacao 6ssea (POGREL, 1993).

2.2.3 Outros métodos de limb-sparing

A seguir sdo descritos outros métodos de preservacdo do membro em cées.

2.2.3.1 Autoenxerto pasteurizado

Essa técnica consiste em realizar ostectomia com 3 a 4 centimetros (cm) de
margem de seguranca, remover o segmento 6sseo e prepara-lo removendo o0s
tecidos moles. Em seguida, o0 mesmo é colocado em recipiente impermeavel a agua,
contendo solucao de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, pré aquecido a 65°C em banho-
maria. O recipiente permanece submerso no banho-maria por 40 min. Apds essa
etapa, 0 autoenxerto € reposicionado e fixado (BURACCO et al., 2002; MORELLO et
al., 2003).

As vantagens dos autoenxertos pasteurizados incluem perfeito encaixe
anatémico, facil acesso, além de nao haver necessidade de administracao prolongada
de antimicrobianos. Porém, essa técnica ndo pode ser utilizada quando ha extensa

destruicdo 6ssea (JEON et al., 2008).
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2.2.3.2 Radiacao intraoperatoria

A maioria dos osteossarcomas acomete a regido metafisaria dos ossos longos,
fazendo com a que durante a cirurgia de limb-sparing seja realizada artrodese da
articulacdo adjacente para fixacdo do enxerto. Como alternativa, pode-se utilizar
radiacdo intraoperatéria como método de tratamento do autoenxerto (LIPTAK et al.,
2004c). A radiacao intraoperatéria pode ser empregada in vivo ou ex Vvivo.

A técnica in vivo envolve osteotomia acima ou abaixo do local afetado,
dependendo da localizacdo do tumor, remocdo dos tecidos moles, tendo cuidado
especial com os nervos, protecdo desses tecidos com compressas Umidas e
aplicacdo da radiacdo — uma dose de 70 gray (Gy) e 6 megavolts (MV) de fotons — e
imediato reposicionamento e fixacdo da porcdo submetida a radiacdo. A radiacao
causa neuropatia periférica, portanto, a protecdo dos nervos durante esse
procedimento € mandatoria (LIPTAK et al., 2004c).

A técnica ex vivo ou radiacdo intraoperatoria extracorporea, contudo, € uma
modificacdo da técnica in vivo. O segmento 0sseo comprometido € removido,
colocado em uma embalagem plastica estéril e tratado com radiacéo, na mesma dose
de 70 Gy e 6 MV de fotons e, posteriormente reposicionado e fixado (LIPTAK et al.,
2004c; DERNELL et al., 2007).

As vantagens da utilizacdo da radiacdo in vivo sdo imediata recuperacao da
funcdo do membro quando ha preservacdo da mobilidade articular. Além disso, a
radiacdo extracorpérea de autoenxertos permite a disponibilidade de enxertos
corticais disponiveis rapidamente sem a necessidade de um banco de ossos, com
excelente encaixe anatémico no defeito diafisario, sem possibilidade de transmisséo
de doencas ou inducdo de resposta imunoldgica (LIPTAK et al., 2004b; BOSTON et
al., 2007).

A principal limitacdo da utilizacdo da técnica in vivo € observada quando se
trabalha com neoplasia localizadas em outros locais que ndo a porcéo distal do radio
(BOSTON et al., 2007).

As desvantagens relacionadas ao emprego da radiacdo incluem modificacao
dos elementos celulares e vasculares levando a osteopenia e diminuicdo da
resisténcia mecéanica aumentando o risco de fraturas patolégicas e falhas de

implantes (LIPTAK et al., 2004c; BOSTON et al., 2007). Alteracdes vasculares sao
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endoarterites e periarterites, edema e vacuolizagdo endotelial que causam
estreitamento da luz dos vasos e diminuicdo do volume sanguineo e,

consequentemente, hipoxia (LIPTAK et al., 2004c).

2.2.3.3 Transporte 6sseo

O transporte 6sseo € uma técnica de osteogénese por distracao realizada com
auxilio de fixador esquelético externo circular e distratores. Pode ser empregada em
casos de ndo unidao ou neoplasias 6sseas. Esse procedimento consiste em remover a
porcdo Ossea comprometida, descarta-la e realizar osteotomia proximal ou distal,
dependendo da localizag&o da les&o, criando assim uma falha no osso acometido, na
regido da neoplasia. Apos o periodo de laténcia, de 2 a 7 dias, o segmento € distraido
a uma velocidade pré estabelecida, de acordo com o defeito, formando novo 0sso.
Quando o segmento alcanca a extremidade éssea oposta estacionaria, € iniciada
compressao para facilitar a fusado dos dois fragmentos (ROVESTI et al., 2002).

O principio da osteogénese por distracdo é o efeito tracdo-tensdo, ou seja, 0
tecido € metabolicamente estimulado quando submetido a tracdo lenta e constante
em condicOes apropriadas de fixacdo ocorrendo diferenciacao e proliferacdo similar a
ossificacao intramembranosa (STALLINGS et al., 1998; ROVESTI et al., 2002).

As vantagens do transporte 6sseo sédo baixo risco de infec¢cdo, manutencéo da
vascularizacao e substituicdo do defeito por 0sso novo. As desvantagens, entretanto,
sdo necessidade de cooperacao do proprietario na distracdo e manutencéao do fixador
por periodo prolongado (DERNELL et al., 2007).

2.2.3.4 Transposicao da ulna ipsilateral

A transposicdo do enxerto ulnar vascularizado ipsilateral € uma técnica que
permite a acomodacdo da porcdo distal da ulna no defeito 6sseo radial criado pela
ressecc¢ao tumoral enquanto o suprimento vascular e a viabilidade ulnar sdo mantidos

(SEGUIN et al., 2003).
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As vantagens incluem a transferéncia imediata de enxerto autdlogo, que
completa circunferencialmente a coluna 6ssea sem causar morbidade cirdrgica em
sitio distante da coleta, sem a necessidade de equipamento especial, banco de ossos
ou exposicao a radiacdo ionizante (POOYA et al., 2004; GASCH et al., 2013). Além
disso, a transposicdo evita o processo demorado e tecnicamente desafiador de
anastomose microvascular através da preservacdo da artéria e veia interossea. O
emprego de 0sso viavel acelera o processo de consolidacéo e reduz a incidéncia de
complicacdes quando comparado a utilizacdo de aloenxertos no limb-sparing. O 0sso
vascularizado é mais resistente a infecgdo e sofre menor reabsorcdo, porém maior
hipertrofia em comparacdo ao 0sso ndo vascular. Essas caracteristicas resultam em
menor probabilidade de fraturas. (SEGUIN et al., 2003; POOYA et al., 2004).

O autoenxerto proveniente da ulna também pode ser colhido da sua porcéo
proximal. O comprimento do enxerto pode ser ajustado em funcao do defeito do radio,
porém, ndo é possivel manter a vascularizacdo. Essa € uma desvantagem, uma vez
gue 0 0sso nao vascularizado predispde a infeccdo. Um ponto a ser ressaltado nessa
técnica € que caes com diagnostico de neoplasia em radio distal e evidéncia pré ou
intraoperatoria de extensédo tumoral na regidao de ulna, podem ser bons candidatos,

desde que a técnica permita remocao em bloco da ulna distal (GASCH et al., 2013).

2.2.3.5 Aloenxerto

O uso de aloenxertos corticais requer manutencao periddica de um banco de
0sso0s congelados estéreis, que precisam ser colhidos assepticamente de caes livres
de doencas contagiosas ou neoplasicas. Durante o preparo do enxerto sdo removidos
tecidos moles, periésteo e medula 6ssea (BURACCO et al., 2002; SEGUIN et al.;
2003).

E necessario um tempo minimo de congelamento dos enxertos (15 dias) antes
de sua utilizacdo, com a finalidade de diminuir sua imunogenicidade. Se armazenados
a -20°C, os mesmos podem ser utilizados por até um ano. ApGs esse periodo, sao

descritas alteracdes nas suas propriedades biomecéanicas (BURACCO et al., 2002).
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Os aloenxertos submetidos ao congelamento, liofilizagdo ou descalcificacao
ndo fornecem células vivas, ou seja, eles promovem suporte mecéanico ao
crescimento do novo 0sso (osteoconducéo) (BURACCO et al., 2002).

O emprego dos aloenxertos dispensa a fixacao externa, portanto, requer pouco
envolvimento do proprietario em comparacdo ao transporte 0sseo (DERNELL et al.,
2007). As desvantagens incluem manutencdo de banco de ossos, transmissdo de
doencas, necessidade de adaptacdo de tamanho do enxerto ao 0SSO receptor e
possibilidade de infeccdo (LIPTAK et al., 2004b; LIPTAK et al., 2006). A taxa de
infeccdo pos-operatéria €, aproximadamente, 40 a 50%. A infeccdo pode ser bem
controlada com administracdo prolongada de antimicrobianos, porém, raramente é
resolvida (DERNELL et al., 2007).

2.2.3.6 Endoproteses de metal

A endoprotese de metal € um método alternativo aos enxertos 0sseos corticais.
E um implante confeccionado em aco cirlrgico 316L, disponivel comercialmente a
partir de 2006, desenvolvido para a regido distal do radio. E composto por um
segmento cilindrico sélido, com uma das extremidades alargada, com a finalidade de
acomodar o osso radial do carpo. Esse componente possui orificios para aplicacédo de
parafusos para fixacdo de uma placa cortavel veterinaria larga (LIPTAK et al., 2006).

As vantagens desse método de limb-sparing incluem a disponibilidade de
implante sem a necessidade de equipamento especial, exposi¢ao a radiacao ionizante
ou banco de ossos. Como os aloenxertos corticais ndo sao requeridos, a cirurgia de
preservacdo do membro passa a ser disponivel para maior nimero de pacientes.
(DERNELL et al., 2007). As endoproteses sdo superiores biomecanicamente aos
enxertos 0sseos corticais, sendo que a implantacdo de um material biologicamente
inerte diminui a incidéncia e a severidade de infeccdo pos-operatéria em comparacao
ao limb-sparing realizado com enxerto cortical (LIPTAK et al., 2006).

MacDonald e Schiller (2010) relataram a utilizacdo de endoprotese de tantalo
customizada em limb-sparing de radio distal em um Leonberger e a fixacdo da mesma
com placa de compressao dinamica, obtendo como resultado bom apoio do membro

até os 332 dias de pés-operatério.
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2.3 DENSITOMETRIA OSSEA

A densitometria 6ptica radiogréafica, também conhecida como fotodensitometria,
€ uma técnica radiologica ndo invasiva, precisa, de facil execucdo e de baixo custo
gue avalia a variacdo da densidade mineral 6ssea por meio de imagens radiogréficas
(LOUZADA, 1994; MURAMOTO, 2003; LOUZADA et al., 2006). A mensuracdo da
densidade Optica das imagens radiograficas consiste em um método relativo que
fornece valores de densidade mineral em milimetros de aluminio, por meio da
comparacao da imagem radiografica de uma regido 0ssea de interesse a imagem de
um penetrdbmetro de aluminio, escala graduada de caracteristicas conhecidas que,
por ser exposta a radiacao simultaneamente ao 0sso, serve como padréo referencial.
A utilizacdo do aluminio como material para a confeccdo do penetrdmetro padrao
deve-se ao fato deste material possuir coeficiente de absor¢céo a radiacdo semelhante
ao do tecido 0sseo (LOUZADA, 1994; LOUZADA et al., 1998b; MURAMOTO et al.,
2005).

A avaliacao radiografica simples nédo é eficiente na deteccao de alteracdes do
processo de mineralizacdo O0ssea quando ha reabsorcédo inferior a 30% de seu
contetdo (GARTON et al., 1994; MURAMOTO et al., 2005). A densitometria Optica
radiografica, contudo, é indicada para transpor as limitacdes visuais e a subjetividade
da interpretacao radiografica simples (LOUZADA et al., 1998b). A metodologia desse
exame, entretanto, requer padronizacdo precisa da técnica radiografica e dos
processos de digitalizacdo das imagens para minimizar as variacdes dos valores
obtidos (LOUZADA et al., 2006).

2.4 BIOMECANICA E ENSAIO DE FLEXAO EM QUATRO PONTOS

Os o0ssos respondem dinamicamente a presenca ou auséncia de tensao com
mudancas de tamanho, forma e densidade. A lei de Wolff define as relacbes entre

estrutura e funcao, determinando que ha correlagcéo entre os padrées de alinhamento
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trabecular e as direcdes das principais tensfes que ocorrerem durante a funcdo
normal (LIRANI, 2004; OZKAYA; LEGER, 2006).

O osso cortical € um material heterogéneo e anisotropico, ou seja, suas
propriedades mecanicas variam de acordo com a direcdo das forgas aplicadas. Sua
composicdo e microestrutura incluindo densidade, porosidade, conteddo mineral,
orientacdo das fibras colagenas e tipo histolégico definem sua resposta frente a
esforcos mecanicos e aos ensaios biomecanicos (OZKAYA; LEGER, 2006;
DALMOLIN et al., 2013).

O tecido 6sseo é mais resistente na orientacdo longitudinal do que nas
direcBes tangenciais ou radiais, devido a orientacdo dos 6steons ao longo do eixo
longitudinal. A orientacdo das dire¢cfes anisotropicas se relaciona com sua adaptacao
a cargas fisiologicas, caracterizando o feito da lei de Wolff no osso cortical (LIRANI,
2004; DALMOLIN et al., 2013).

O tecido 0sseo é considerado um material viscoelastico, apresentando
portanto, caracteristicas mecéanicas de deformacao viscosa e elastica. A ultima ocorre
guando ha relacdo proporcional entre tensédo e deformacédo e a deformacdo gerada
nao € permanente, uma vez que retirada a carga aplicada, o material retorna
imediatamente a sua forma original. Ja a deformacdo viscosa € caracterizada por
retardos, ou seja, demora um certo tempo para iniciar apos a aplicacdo da carga e
igualmente para retornar ao formato original quando a carga é removida. Em funcéo
da imediata apresentacdo de comportamento elastico seguido pelo viscoso, 0 0Sso &
considerado material viscoelastico (LIRANI, 2004; OZKAYA; LEGER, 2006; HULSE;
HYMANN, 2007).

A aplicacdo de forca externa (carga) em um material biolégico gera feitos
internos como a mudanca na forma do corpo que, geralmente, esta associada a
producéo de forcas internas. A seguir estdo definidos alguns fenémenos fisicos que
ocorrem em solidos sob cargas (OZKAYA; LEGER, 2006).

Tensdo: é definida como a forca interna por unidade de area da seccéo
transversal que uma parte de um corpo de um lado de um plano, exerce na outra
parte oposta do plano. A tensdo é intimamente associada com area ou plano. O
conceito de tensao requer um plano especifico sobre o qual a tenséo é distribuida. A
tensdo ndo € uma carga, mas sim o resultado da aplicacdo da carga (LIRANI, 2004;
OZKAYA; LEGER, 2006). Para que o material resista a qualquer tipo de carga, este

deve desenvolver tensdo interna. Ha dois tipos de tensdo: a normal e a de
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cisalhamento. A primeira € a forga por unidade de area paralela a area considerada. A
tensdo de cisalhamento é a forca por unidade de area atuando perpendicularmente a
area considerada (LIRANI, 2004; PENHA, 2004).

Deformacédo é a mudanca da configuracdo geométrica que o corpo sofre apds
a aplicacao de carga. A deformacdo pode ser longitudinal, quando ha mudanca no
comprimento, ou de cisalhamento, quando ocorre deformacé&o angular (em angulo
reto) (OZKAYA; LEGER, 2006; DALMOLIN et al., 2013).

A flex@o é o efeito da forca aplicada perpendicularmente ao eixo de uma viga.
As tensdes associadas as cargas de flexdo sdo a combinacao de compressao, tracao
e cisalhamento (LIRANI, 2004).

Com a finalidade de facilitar o entendimento da tensdo causada pela flexéo
devemos considerar um corpo de prova de secc¢ao transversal uniforme. Em uma
condicao ideal, os resultados da reacéo interna da seccéo considerada devem ser
iguais a tensdo mecanica produzida pelo corpo. E a reacao interna é atingida pela
distribuicdo da tensédo consistindo de tracdo e compressdo. Ha distribuicdo de
compressao e tracao na secc¢ao transversal de um material submetido a um ensaio de
flexdo em 4 pontos, por exemplo, com compressdo maxima ocorrendo na superficie
mais externa do lado concavo e tragcdo maxima na superficie mais externa do lado
convexo do corpo de prova. A distribuicdo da tensdo normal da flexdo € linear e varia
de zero a um maximo conforme as fibras do material externo sdo aproximadas. A
tensdo maxima sempre ocorre nas fibras da superficie (LIRANI, 2004). O corpo de
prova, em geral, € mais sujeito a falha no lado oposto aquele em que a forca esta
sendo aplicada, ou seja, € menos resistente a tracdo (HULSE; HYMANN, 2007;
CAQUIAS, 2010).

Para o calculo da tensédo sdo necessarios os valores do momento fletor (M) na
seccao, distancia do ponto de aplicacdo da carga até a linha neutra (Y) e 0 momento
de inércia (la) (LIRANI, 2004).

O valor do momento fletor em qualquer seccéo é o produto de uma forca e uma
distancia. Isso significa que para uma mesma forca agindo em um ponto do corpo de
prova, a tensdo em qualquer seccéo distal a forca varia com o comprimento, ja que o
momento fletor interno varia com o comprimento (LIRANI, 2004).

No centro de um corpo de prova cilindrico se encontra a superficie neutra, que

durante a flexdo, ndo é deformada pela tracdo ou compressdo. N&o seccao
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transversal desse cilindro, essa superficie neutra € o eixo, ou linha neutra, que passa
pelo centro da gravidade da secgéo transversa (LIRANI, 2004; CAQUIAS, 2010).

O momento de inércia (la) € uma propriedade geométrica que expressa a
distribuicdo de area em relacdo a linha neutra, ou seja, a soma dos infinitésimos de
area que compdem a superficie e suas respectivas distancias elevadas ao quadrado
em relacdo ao eixo. O momento de inércia € dependente da forma da seccédo
transversa, sendo portanto, o conceito mais importante quando se considera a
resisténcia de uma amostra (LIRANI, 2004; MACIEL, 2008; BARBOSA et al., 2010).

O calculo da tensao é realizado através da férmula: tenséo igual ao momento
fletor (M) multiplicado pela distancia do eixo ou linha neutra (Y), dividido pelo

momento de inércia da area (la).

Considerando Y na fibra mais externa, a tensdo sera maxima nesse ponto.
Geralmente a amostra fratura sob uma carga de flexdo devido a ruptura da fibra mais
externa, com subsequente ruptura das fibras adjacentes. Se uma secc¢ao transversal
€ simétrica em relacdo a linha neutra, a tensdo maxima de compressao € igual a
tensdo maxima de tracdo. Se a seccado transversal € assimétrica em relacdo a linha
neutra, devido a forma anatémica e distribuicdo do material), a tensdo compressiva
maxima sob carga de flexdo pode ser diferente da tensdo maxima de tracao (LIRANI,
2004; CAQUIAS, 2010).

Os ensaios biomecanicos podem ser destrutivos quando promovem rupturas
ou inutilizacdo do material (ensaios de tracdo, compressao, flexado, tor¢do, impacto e
fadiga) ou ndo destrutivos (exames radiogréaficos e ultrassonogréfico, e magna flux)
(PENHA, 2004).

Em biomecanica, os estudos da forca de flexdo atuantes sobre a diafise dos
0ssos longos podem ser realizados mediante o ensaio de trés ou quatro pontos
(ATHANASIOU et al., 2000; KUPCZIK, 2008). Esses ensaios consistem em apoiar o
corpo de prova sob dois apoios (atuadores) com distancia determinada, sendo a
carga de flexdo aplicada no centro do corpo de prova, a uma distancia que
corresponde a metade do apoio, no teste de 3 pontos. No teste de quatro pontos,
entretanto, a carga € aplicada por meio de 2 atuadores (ATHANASIOU et al., 2000;
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KUPCZIK, 2008). O ensaio de flexdo em trés pontos apresenta falhas que ocorrem no
ponto central de contato da maquina com o corpo de prova, portanto, ndo € possivel
distinguir a tensdo causada pela concentracdo da tenséo (falha do corpo de prova) da
tensdo devida ao contato do atuador. O teste de quatro pontos, contudo, apresenta
vantagens em relacdo ao anterior, uma vez que disp0e de uma regido uniforme de
distribuicdo da tenséo entre os pontos de contato e os pontos de falha que residem ao
longo dessa regido, mas estdo longe dos pontos de contato (atuadores) (DRAPER;
GOODSHIP, 2003). O propésito dos testes de flexdo € estabelecer a resisténcia do
0sso quando forcas sao aplicadas sobre um eixo. Para a maioria dos casos, 0 0SSO
contralateral serve como controle. O osso quebra primeiro em tracdo e a fratura se
propaga para o lado da compressao abrindo uma esquirola com formato de “asa de
borboleta” (ATHANASIOU et al., 2000; KUPCZIK, 2008).

Para materiais bioldgicos ainda ndo se dispbe de normas especificas que

determinem a dimensé&o e forma do corpo de prova (PENHA, 2004).
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3 OBJETIVOS

Comparar biomecanicamente, através do ensaio de flexdo em quatro pontos,
a resisténcia de segmentos 6sseos de radio de cdes, apés serem autoclavados ou

desvitalizados em nitrogénio liquido.
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4 JUSTIFICATIVA

O sucesso da cirurgia de preservacdo do membro depende intimamente da
resisténcia biomecéanica do autoenxerto reimplantado. Como alguns métodos de
tratamento do 0sso neoplasico eliminam as células tumorais mas comprometem suas
caracteristicas biomecanicas, desenvolveu-se a comparagdo da resisténcia
biomecénica entre os métodos de autoclavagem e desvitalizacdo em nitrogénio

liquido por meio do ensaio de flexdo em quatro pontos.
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5 RELEVANCIA CLINICA

A integridade do autoenxerto a ser reimplantado durante o procedimento
cirdrgico de preservacao do membro depende de suas caracteristicas macroscopicas,
radiolégicas, bem como manutencao de suas propriedades biomecénicas, as quais
podem ser comprometidas quando alguns métodos de tratamento extracorpéreos sao
utilizados. As mesmas sao fundamentais tanto para a fixagdo do autoenxerto por meio
de implantes ortopédicos — geralmente placas — ao 0sso receptor, como para 0
retorno a funcdo do membro.

Visando comparar biomecanicamente, os tratamentos de autoclavagem e
desvitalizacdo em nitrogénio liquido, através do ensaio de flexdo em quatro pontos,

segmentos de radios de cées, desenvolveu-se esta dissertacéo.
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6 HIPOTESE

Os corpos de prova desvitalizados em nitrogénio liquido serdo mais resistentes
a flexdo em 4 pontos do que os autoclavados.
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7 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi desenvolvido apds avaliagdo da Comissdo de Etica no uso de
animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo
Paulo (FMVZ-USP), com protocolo n° 2795/2012. Os ensaios biomecéanicos foram
realizados no Setor de Biomecéanica do Laboratério de Ortopedia e Traumatologia
Comparada do Departamento de Cirurgia da FMVZ-USP.

7.1 CORPOS DE PROVA

Foram utilizados 20 cadaveres de caes provenientes do Servi¢co de Cirurgia de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario (HOVET) da FMVZ/USP, cujo 6bito néao

esteve vinculado ao trabalho. Destes, foram colhidos 40 radios.

7.1.1 Critérios de inclusao

Caes de racas de porte médio, grande ou gigantes, com massa corporal acima
de 20 kg, machos ou fémeas e com idade superior a 2 anos. Caes sem alteracdes

ortopédicas (traumaticas ou neoplasicas) em membros toracicos.

7.1.2 Critérios de exclusao

Caes que apresentassem afeccdes ortopédicas macroscopicas (traumaticas ou

neoplasicas) envolvendo os membros toracicos ou alteracdes radiograficas no radio.
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7.2 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Os radios foram colhidos em até 3 horas ap6s o Obito dos animais. Foi
realizada desarticulacdo Umero-radio-ulnar e carpo-radio-ulnar. Em seguida, foi
realizada separac¢do do radio e da ulna e remocao dos tecidos moles (esqueletizacao)
(Figura 1A).

Apbs essa etapa, os corpos de prova foram radiografados e avaliados quanto a
presenca de osteopenia ou quaisquer alteracdes 0sseas.

Foi realizada mensuracdo do comprimento total do corpo de prova bem como
do didmetro em sentido mediolateral (ML) e craniocaudal (CrCa) no ponto médio do
seu comprimento. Logo apds, foi calculada a diferenca entre o comprimento total do
0sso e 12 centimetros (cm). O resultado foi dividido por 2 e valor obtido em cm foi 0
comprimento 6sseo removido de cada epifise com a finalidade de preparar o
segmento diafisario de 12 cm (Figura 1B).

Entédo foi realizada remocao do periésteo por meio de curetagem com lamina
de bisturi nimero 22.

Figura 1 - Figura 1 — Corpos de prova. A — Apds a remocéao dos tecidos moles. B — Segmentos
diafisarios de 12 cm — Sdo Paulo — 2013

Fonte Dal-Bo, I. S. (2013).
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7.2.1 Delineamento experimental

Este estudo foi realizado de forma prospectiva, comparativa e aleatéria. Os
animais incluidos na pesquisa foram distribuidos aleatoriamente, em grupos da
seguinte forma: para cada cadaver foi realizado sorteio que determinou o tratamento
(autoclavagem ou desvitalizagdo em nitrogénio liquido) e qual lado seria submetido ao
mesmo. Cada par de radios pertencia a um tratamento, sendo um lado tratado e o
contralateral o seu controle. Obteve-se quatro grupos, cada um composto por 10
radios:

e Grupo autoclave (GA)
e Grupo controle autoclave (GCA)
e Grupo nitrogénio (GN)

e Grupo controle nitrogénio (GCN)

7.2.2.1 Autoclavagem

Os corpos de prova do (GA) foram embalados em papel grau cirirgico! e
durante a autoclavagem?, foram submetidos a temperatura de 121°C por 20 minutos e

a pressao de 2 atmosfera (atm) (Figura 2A).

7.2.2.2 Desvitalizacdo em nitrogénio liquido

A desvitalizacdo em nitrogénio liquido consistiu em submergir os segmentos
0sseos do grupo nitrogénio (GN) em nitrogénio liquido por 20 minutos (min). Apés, 0s
mesmos passaram pelo processo de descongelamento em temperatura ambiente por
15 min e, em seguida, foram submersos em solucdo de NaCl a 0,9% também a

temperatura ambiente por mais 15 min (Figura 2B).

1 CIPAMED, Ribeirdo Preto, S&o0 Paulo, Brasil.
2 SERCOM, Mogi das Cruzes, Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 2 — Aspecto dos corpos de prova apés os tratamentos. A — Amostras do grupo controle
autoclave (GCA) e grupo autoclave (GA). B — Amostras do grupo nitrogénio (GN) e grupo
controle nitrogénio (GCN) — Séao Paulo — 2013

Fonte: Dal-Bo, I. S. (2013).

7.3 EXAMES RADIOGRAFICOS

Todos o0s corpos de prova foram radiografados com tecnologia
computadorizada no Setor de Diagnostico por Imagem da FMVZ-USP. O aparelho
utilizado foi de 500 miliamperes (mA) e 125 quilovolts (kV)3, o regime utilizado foi de
100 mA e 45 kV (em média, dependendo das dimensdes dos corpos de prova), foco
grosso e tempo de exposicdo de 2 mAs. O cassete e IP tipo CC14” x17”4 possuia
dimensdes de 18 x 24 cm (Figura 3A) e o exame foi realizado diretamente sobre a
mesa, como o corpo de prova posicionado diretamente sobre o cassete/IP.

Foram realizados exames radiograficos de ambos os radios de cada cadaver
com a finalidade excluir os animais que apresentarem alteracbes Osseas que
pudessem comprometer as propriedades biomecéanicas. As radiografias foram

realizadas nas projecdes ML e CrCa.

3 RAY TEC, Modelo RT 500/125, S&o Paulo, S&o Paulo Brasil
4 FUJIFILM NDT, Sistemas Médicos Ltda, S&o Paulo, S&do Paulo Brasil
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Junto ao cassete e paralelamente ao eixo maior do osso radiografado, foi
fixado penetrometro de aluminio (Figuras 3B e 3C), usado como referéncia
densitométrica (LOUZADA et al., 1998a). A escala de referéncia é constituida de 20
degraus, o primeiro degrau com 1 milimetro (mm) de espessura, variando a seguir de
1 em 1 mm até o vigésimo degrau.

Figura 3— A — Cassete. B e C — Escala densitométrica (penetrometro de aluminio) com 20 degraus,
cada um deles com 1mm de espessura, vista frontal e de perfil, respectivamente — S&o
Paulo — 2013
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Fonte: Dal-B¢, I. S. (2013).

7.4 DENSITOMETRIA OPTICA RADIOGRAFICA

A densitometria Optica radiografica foi realizada conforme o método utilizado
por Selim (2013). O mesmo esta descrito a seguir.

As imagens radiograficas foram analisadas em computador com auxilio do
programa ImageJ 1.47t®®, a partir do qual foi determinada a densidade Optica dssea

em milimetros de aluminio (mmAl). As regifes de interesse para a determinagéo da

> NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, ImageJ 1.47t® USA.
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densidade 6ssea foram a diafisaria média e as metafisarias proximal e distal dos
radios. Esses trés pontos foram analisados dentro de um segmento de 12 cm.

As imagens foram salvas em formato JPEG (Figura 4) para 0 processamento
no software. Com a ferramenta de sele¢cédo de “ponto” do programa, selecionou-se um
ponto na é&rea central de cada degrau da escala de aluminio e foi aferida a sua
tonalidade média de cinzas, que poderia variar de O (totalmente negro) a 235
(totalmente branco). A sequéncia de medidas seguiu do 1° degrau, mais fino (menos
radiopaco), para o 20°, mais espesso (mais radiopaco).

Estes valores foram armazenados sob a forma de tabelas para cada imagem
analisada, afim de que cada uma tivesse a sua prépria escala padrédo, evitando a
utilizacdo de uma escala Unica para todas as imagens. Sabe-se que apesar da
rigorosa padronizacdo da técnica radiografica, ndo é possivel a obtencdo de imagens
idénticas em relacdo a variacdo de tonalidades de cinza (MURAMOTO et al., 2005).
Dessa forma, buscou-se eliminar possiveis erros de medida decorrentes da nao
uniformidade das radiografias utilizando-se as escalas individuais.

Posteriormente, a ferramenta de selecdo de area “ponto” foi utilizada para
selecionar as regifes diafisaria e metafisarias de cada imagem radiografica e medir a
sua tonalidade de cinza. Foi realizada a média dos trés valores obtidos.

Os valores médios de cada exame radiografico foram registrados nas tabelas
juntamente com as informacdes de suas respectivas escalas de aluminio, para entao
serem convertidos a unidade de mmAl, mediante a utilizacdo da funcéo “tendéncia” do

software Microsoft Office Excel 2013°®.
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Figura 4 — Imagens radiograficas utilizadas para densitometria. A e B — Projeces CrCa e ML,
respectivamente — S&o Paulo — 2013

MTE CRCA

Fonte: Setor de Diagndstico por Imagem FMVZ-USP (2013).

7.5 TESTE DE FLEXAO EM QUATRO PONTOS

A comparacdao da resisténcia dos segmentos 6sseos dos grupos GA, GCA, GN
e GCN foi realizada por meio do ensaio de flexdo em quatro pontos na maquina de
ensaios universal® utilizando célula de carga de 3000 kgf (quilograma-forca) e
velocidade de deslocamento de 5 mm/min.

Os parametros de seguranca definidos na maquina de ensaio foram: carga
maxima prevista 3433,5 N (350 kgf), deslocamento maximo previsto de 16 mm, pré
carga de 1% da carga maxima prevista (34,3 N) e término do ensaio caso a carga de

ruptura ultrapasse 70% carga maxima prevista.

6 KRATOS® modelo KE 3000, S&o0 Paulo, S&o Paulo, Brasil
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Foi utilizado um dispositivo para ensaio de flexdo em quatro pontos. Ele era
composto por dois cutelos superiores presos a célula de carga (parte mével da
maquina de ensaios) e por dois cutelos inferiores presos a base da maquina. A
distancia entre os cutelos era de 25 mm (Figuras 5 e 6). Cada corpo de prova foi
apoiado sobre os cutelos inferiores, com a sua regiéo cranial voltada para cima e com
a porcao proximal a direita do dispositivo.

Para cada par de radios, primeiramente, foi realizado o ensaio com o corpo de

prova sorteado como controle, seguido pelo tratado.

Figura 5— Esquema do corpo de prova posicionado no dispositivo para ensaio de flexdo em quatro
pontos. Em detalhe, os cortes longitudinal e transversal do 0sso na regido de contato com
o cutelo superior — Sao Paulo — 2014
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Fonte: Pereira, C. A. M. (2014).
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Foram calculadas as tenses maximas na superficie 6ssea referente a regiao

submetida a esfor¢os de tragdo e a compressédo, segundo as equacdes 1 e 2.

M.h,

Jx

o, = (equacéo 1)

oy = M]—T (equacéo 2)

(ref: Mecéanica técnica e resisténcia dos materiais, Sarkis Melconian, 10.a edic&o, editora Erica, pg 241)

Onde:

0. = Tens&o a compressdo, em N.mm-

o: = Tensédo a tracdo, em N.mm-

M = Momento a flexdo na regido de contato do cutelo superior, em N.mm

h. = Distancia entre a superficie submetida a compresséo e a linha neutra, em mm
h: = Distancia entre a superficie submetida a tracéo e a linha neutra, em mm

Jx = Momento de inércia de uma superficie em relagéo ao eixo x.

O momento a flexdo M foi determinado pela equacgéao 3.

M= g ¢ (equacéo 3)
Onde:
M = Momento a flexdo, em N.mm
F = Forca vertical medida pela célula de carga, em N

¢ = Distancia entre os cutelos, correspondente a 25 mm

O momento de inércia foi determinado através de um método especifico que

sera descrito no préximo capitulo.
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Figura 6 — A — Posicionamento do corpo de prova no dispositivo do ensaio de flexdo em 4 pontos. B —
Aspecto dos corpos de prova apés a realizagdo do ensaio destrutivo. Da esquerda para
direita: corpos de prova dos GA e GCA, respectivamente — Sao Paulo — 2013

Fonte: Dal-Bo, I. S. (2013).

7.6 CALCULO DO MOMENTO DE INERCIA

AplOs os ensaios de flexdo em quatro pontos, a porcédo distal dos radios
fraturados foi preservada. Procedeu-se ostectomia perpencicular ao eixo longitudinal
do osso e a superficie ostectomizada foi desgastada com o intuito de promover area
da seccdo transversal uniforme. As amostras foram congeladas em freezer a -20°C.

Em um segundo momento, as mesmas foram descongeladas a temperatura
ambiente e sobre a superficie transversal preparada anteriormente foi aplicada uma
camada de primer para metais’. No dia seguinte, foi aplicada uma camada de tinta
para tecido®. Os corpos de prova do GA foram pintados de verde, os do GN de cor de
rosa e os dos GCA e GCN de azul.

Quando a tinta secou, cada o0sso foi posicionado dentro de um dispositivo de
calibracdo, de forma que a superficie pintada ficasse ho mesmo plano do dispositivo.

Foi utilizada uma camera fotogréfica digital (Camera digital Canon Powershot G12, 10

" GATO PRETO, 7 em 1 primer, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil.
8 ACRILEX, tinta para tecido, Sdo Bernardo do Campo, S&o Paulo, Brasil.
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megapixels) para fotografar a superficie do osso juntamente com o dispositivo de
calibracao (Figuras 7 e 8).

O dispositivo de calibragdo consistia em uma "mesa" com um orificio eliptico
em seu centro e quatro marcadores circulares dispostos nos quatro cantos do
dispositivo (Figura 7). A distancia entre os marcadores foi medida previamente
através de um projetor de perfil Deltronic, modelo DV114, com resolucao de 0,002

mm e estdo descritos na tabela 1.

Figura 7 — Dispositivo para fotografar a superficie transversa dos ossos (“mesa”) — Sao
Paulo — 2014

Fonte: Pereira, C. A. M. (2014)
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Figura 8 — Osso marcado e fotografado com o gabarito (“mesa”). Notar quatro
circulos dispostos proporcionalmente ao centro do dispositivo e que foram
utilizados para calibrar o programa PMI — Séo Paulo — 2014

“ %

Fonte: Dal-B6, I. S. (2014)

Tabela 1 — Distancia entre os marcadores do dispositivo de calibracdo do programa PMI

Média (mm) Desvio Padrao (mm) NuUmero de medidas
Distancia horizontal superior 69,875 0,013 3
Distancia vertical a esquerda 40,086 0,004 3
Distancia horizontal inferior 69,888 0,005 3
Distancia vertical & direita 40,021 0,001 3

Fonte: Pereira, C. A. M. (2014)

Foi desenvolvido um programa de computador na linguagem Delphi 2006 com
o intuito de mensurar automaticamente o momento de inércia da superficie 6ssea
pintada, o programa sera chamado de PMI (desenvolvido por César Augusto Martins
Pereira — Musculoskeletal System Medical Research Laboratory (LIM-41),

Orthopaedic and Traumatology Institute, Hospital das Clinicas, Faculdade de
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Medicina, Universidade de Sao Paulo, Brasil). Primeiramente, a fotografia digital era
carregada e o programa encontrava automaticamente o centro dos quatro marcadores
(Figura 9), depois o usuario do programa escolhia manualmente a regido colorida de
interesse e apOs essa etapa, o programa calculava 0 momento de inércia dos pontos
da imagem com a mesma cor escolhida, utilizando as distancias conhecidas entre

cada marcador como referéncia (Figura 10 e Tabela 1).

Figura 9 — Imagem do programa PMI sendo calibrado a partir de uma fotografia realizada com auxilio
do gabarito. Notar quatro circulos dispostos proporcionalmente ao centro do dispositivo e
no centro dos mesmos um ponto de colora¢do vermelha, indicando que a cor ja pode ser
selecionada para o calculo do momento de inércia — Sédo Paulo — 2014

& IMG_81140PG frcle)
[ " x:9647:687 [[] Sat: 1,37 Mat: 40,00 r: 85,33
ABRE IMAGEM ] GABARITO SELECIONA COR l l
Cor = da: Sat: 72,82 Mat: 82,018n: 63,22 b:‘m":
Briho (30%) Matz (20%) Saturacao (10%) : :
[ [ [ 1 R N 1 | 0 Bl

“ =

= =

] gl el o
Fonte: Pereira, C. A. M. (2014)
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Figura 10 — Imagem do programa PMI em que a cor ja foi selecionada (area vermelha representando a
area da seccdo transversa do radio) e ja foi calculado o baricentro (ponto verde no centro
da imagem) e a partir dele 0 momento de inércia — Sao Paulo — 2014
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Fonte: Pereira, C. A. M. (2014)

A afericdo dos resultados obtidos pelo programa desenvolvido foi feita
comparando-se 0 momento de inércia e a altura da elipse com outro programa
conhecido como Corel Draw 9. Para isso, foram tiradas nove fotografias digitais, com
a mesma camera utilizada nos experimentos, de nove padrdes circulares coloridos
fixados ao dispositivo de calibragcdo (Figura 11). Os padrbes circulares foram
impressos (jato de tinta) em papel, onde trés eram amarelos, trés roxos e trés verdes.

Todos tinham um didmetro em torno de 17 mm.
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Figura 11 — Foto do padréo circular fixado ao dispositivo de calibragdo — Sao Paulo
- 2014

Fonte: Pereira, C. A. M. (2014).

Primeiramente, todas as fotos foram analisadas pelo programa PMI utilizando o
procedimento descrito anteriormente. Depois as mesmas fotos foram abertas no
programa Corel Draw 9 onde o usuario, utilizando os recursos de ampliacao,
posicionou manualmente uma elipse, de forma que a sua largura e altura coincidisse
como a imagem do padrao circular. Devido aos pequenos erros de alinhamento da
camera, o padrao circular podia ter a forma de uma elipse. O usuario também
encontrava o centro dos quatro marcadores presentes no dispositivo calibrador
(Figura 12).
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Figura 12 — Tela do programa Corel Draw 9 com a imagem do padrédo circular e do dispositivo de
calibragdo. Evidenciando a elipse posicionada em torno do objeto amarelo — Sdo Paulo —
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Fonte: Pereira, C. A. M. (2014).

Devido a imagem inserida no programa Corel ndo estar na escala real, as
medidas feitas no Corel Draw foram convertidas para as medidas reais utilizando as
distancias entre o0s marcadores do dispositivo de calibragcdo (Tabela 1),
posteriormente 0 momento de inércia da figura eliptica foi calculado utilizando a

equacao 3 e a altura da elipse foi exatamente a altura encontrada no Corel Draw.

m.b.h3
4

J =

(ref: Manual de férmulas técnicas, R. Gieck, 4.a edigao, editora Hemus)

equacao 3

Onde:

J = momento de inércia de uma figura eliptica plana, em mm?#
T = ndmero irracional 3,14159265...

b = metade da largura da elipse, em mm

h = metade da altura da elipse, em mm
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Os resultados das medidas feitas pelos dois programas estdo descritos na

tabela 2, onde os erros foram calculados em relagéo ao programa Corel Draw 9.

Tabela 2 — Resultados do momento de inércia e da altura da elipse encontrados por meio dos
programas PMI e Corel Draw

Momento d? inércia  Erro do_ momento de Altura da elipse (mm) Erro da_ altura da
(mm*) inercia elipse
Programa . . Programa . .

Foto Progli/la}ma Core%gDraW Dl(fr?]rr?]r:)ga lee(zor/(:)nga ProPg'[/laIma Core%gDraW D|f($nrfnn)<;a D|f%/f)n<;a
1 3864,3 3957,1 92,8 2,35 16,77 16,89 0,12 0,71
2 3836,8 4004,7 167,9 4,19 16,79 16,94 0,15 0,89
3 3876,3 3975,1 98,8 2,49 16,80 16,92 0,12 0,71
4 3926,2 4110,4 184,2 4,48 16,81 17,02 0,21 1,23
5 3905,1 4101,4 196,3 4,79 16,78 17,01 0,23 1,35
6 3892,9 4084,3 191,4 4,69 16,80 16,98 0,18 1,06
7 4288,7 4156,6 132,1 3,18 17,15 17,04 0,11 0,65
8 4282,0 4180,3 101,7 2,43 17,16 17,07 0,09 0,53
9 42442 4163,8 80,4 1,93 17,10 17,06 0,04 0,23
M 4012,9 4081,5 138,4 3,4 16,91 16,99 0,14 0,8
DP 196,0 83,7 46,8 11 0,17 0,06 0,06 0,4

Max  4288,7 4180,3 196,3 4,8 17,16 17,07 0,23 14

Min  3836,8 3957,1 80,4 1,9 16,77 16,89 0,04 0,2

Fonte: Pereira, C. A. M. (2014)

7.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de idade foram avaliados entre os grupos GA e GN, uma vez que 0s
controles pertenciam ao radio contralateral do mesmo animal. Foi utilizado o teste T
ndo pareado, considerando intervalo de confianca P < 0,05. Da mesma maneira, 0S
valores de peso foram analisados entre os grupos GA e GN, sendo utilizado o mesmo
teste estatistico e o mesmo P.

Os valores da densitometria Optica radiografica foram analisados
estatisticamente entre os grupos GN e GCN, GA e GCA através do teste T pareado,
considerando P < 0,05. A comparacao entre os grupos GN e GA foi realizada por

meio do teste T n&o pareado considerando-se o0 mesmo intervalo de confiancga.
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Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente exportados
para o programa SPSS v. 18.0 para analise estatistica. Foram descritas as variaveis
pela média, mediana, desvio padrdo, minimo e maximo. Foram comparados 0s
grupos autoclave (GA) e controle (GCA), e nitrogénio (GN) e controle (GCN) pelo
teste de Wilcoxon. Para a comparacgéo da variagcado de cada grupo em relagéo ao seu
controle calculamos os deltas das varidveis (autoclave — controle e nitrogénio —
controle). Os grupos GA e GN, e GCA e GCN, foram comparados entre si pelo teste
de Mann-Whitney. Foram ajustados os valores de P pela técnica de Bonferroni
modificada por Finner devido as comparac6es multiplas realizadas. Foi considerado

um nivel de significancia de 5%.
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8 RESULTADOS

Os resultados serdo abordados conforme os topicos abaixo.

8.1 CORPOS DE PROVA

Foram utilizados 40 radios provenientes de 20 cadaveres de caes, sendo
guatro fémeas e 16 machos. As médias de idade, peso e medidas dos 0Ssos seréo

apresentadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 —Idade, peso, comprimento total e didmetros CrCa e ML dos grupos GA e
GCA

GA e GCA

Comprimento
total do osso

Diametro Diametro
CrCa (cm) ML (cm)

Idade Peso
(anos) (kg)

(cm)
Média 7,23 28,87 17,22 0,88 1,45
DP 4,47 7,22 1,80 0,18 0,29
Minimo 1,30 20,70 15,10 0,50 0,90
Maximo 13,00 40,00 20,90 1,10 1,80

Fonte: Dal-B¢, I. S. (2014)
Nota: A tabela com os dados de todos os animais encontra-se no apéndice A.

Tabela 4 — Idade, peso, comprimento total e didmetros CrCa e ML dos grupos GN e
GCN

GN e GCN

Comprimento
total do osso

Diametro Diametro
CrCa (cm) ML (cm)

Idade Peso
(anos) (kg)

(cm)
Média 11,00 34,10 18,41 1,07 1,71
DP 1,89 9,59 2,37 0,25 0,36
Minimo 8,00 22,00 12,40 0,80 1,20
Maximo 14,00 48,00 21,00 1,50 2,20

Fonte: Dal-Bé, I. S. (2014)
Nota: A tabela com os dados de todos os animais encontra-se no apéndice B.
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Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas durante a
comparacao dos valores das idades entre os grupos GA e GN, sendo P = 0,0244. Ja
a analise estatistica dos valores referentes aos pesos entre 0S mesmos grupos nao
revelou diferengas estatisticamente significativas, sendo P = 0,1851. Para ambas as

analises foi utilizado teste T ndo pareado e P < 0,05.

8.2 DENSITOMETRIA OPTICA RADIOGRAFICA

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos GA e GCA (P = 0,8119) e entre
os grupos GN e GCN (P = 0,1829) analisados pelo teste T pareado. Igualmente, ndo
foi verificada diferenca estatistica entre os grupos GA e GN (P = 0,7528), avaliados
pelo teste T ndo pareado. Para os dois testes foi considerado intervalo de confianca
de 5%.

8.3 TESTE DE FLEXAO EM QUATRO PONTOS E MOMENTO DE INERCIA

A seguir os dados serdo abordados no formato de tabelas e as variaveis
analisadas foram:

e Forca maxima: carga aplicada até o limite de escoamento, medida em kgf.

e Rigidez.

e Hmax: altura maxima, a secc¢ao transversa do corpo de prova, medida em mm.

e Jx: deslocamento do baricentro em relacdo ao eixo “x’, medida em mm
elevado a quarta poténcia (mm?).

e Flecha: deslocamento dos atuadores do dispositivo de quatro pontos durante o
ensaio de flexdo, medida em mm.

e Tensdo-tracdo: tensdo gerada na face convexa, medida em megapascal
(MPa).

e Tensdo-compressao: tensdo gerada na face cébncava, medida em MPa.
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e Tensdo maxima: somatdrio da tensdo-tracdo e tensdo-compressao,

igualmente medida em MPa.

Foram descritas as variaveis pela média, mediana, desvio padrdo, minimo e
maximo. Foram comparados os grupos autoclave (GA) e controle (GCA), e nitrogénio
(GN) e controle (GCN) pelo teste de Wilcoxon. Para a comparagédo da variagdo de
cada grupo em relacao ao seu controle calculamos os deltas das variaveis (autoclave
— controle e nitrogénio — controle). Os grupos GA e GN, e GCA e GCN, foram
comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney. Foram ajustados os valores de P
pela técnica de Bonferroni modificada por Finner devido as compara¢cdes multiplas
realizadas. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.

N&o foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos GCA e
GCN em nenhum dos parametros analisados.

Na tabela 5 foi realizada comparacédo entre os grupos GN e o GCN. Nao foi

encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Na tabela 6 realizou-se comparacgao entre os grupos GA e GCA e foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos na variavel forca maxima,

sendo mais altos os valores no grupo autoclave que no grupo controle (P=0,044).
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Na tabela 7 foi realizada comparacéo entre os grupos GN e GA, onde houve
diferenca estatisticamente significativa para as variaveis tensdo-tracdo, tensdo—
compressédo e tensdo maxima (P=0,027 para as trés comparacdes). Os valores das

trés variaveis foram mais altos no GA.
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Durante a comparacgao realizada na tabela 8, os deltas (GN — GCN versus GA
— GCA), foi observado que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos e os seus controles. Por exemplo a média de diferenca de nitrogénio
menos controle na forca maxima foi de 3,72 kgf e no grupo autoclave menos
controle foi de 15,90. Apesar de parecer que a diferengca foi maior para o grupo
autoclave com o seu controle esta diferenga n&o foi estatisticamente significativa. Da

mesma forma nao houve diferenca para o resto das variaveis.
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9 DISCUSSAO

O tratamento tradicional do osteossarcoma apendicular € baseado na excisao
cirdrgica através da amputacdo do membro associada a quimioterapia (BURACCO
et al., 2002; ROVESTI et al., 2002; ENDICOTT, 2003; LIPTAK et al., 2004a; LIPTAK
et al., 2005; GARZOTTO; BERG, 2007; MACDONALD; SCHILLER, 2010;
MORELLO et al., 2010; GASCH et al., 2013). Em alternativa a amputacdo, ha a
cirurgia de preservacdo do membro (LIPTAK et al., 2004b; LIPTAK et al., 2005;
DERNELL et al., 2007). Os principios desse procedimento incluem resseccao em
bloco do tumor e o tratamento do mesmo, por diversas técnicas visando
desvitalizacéo das células neoplasicas, seguido da reimplantacdo desse segmento e
fixagdo do mesmo ao osso receptor. Além disso, existe a possibilidade de
substituicdo do segmento 0sseo por protese ou aloenxerto (POGREL, 1993; ASADA
et al., 1997; BOHM et al., 1998; STALLINGS et al., 1998; MORELLO et al., 2003;
SEGUIN et al., 2003; POOYA et al., 2004; SAKAYAMA et al., 2004; LIPTAK et al.,
2004c; HAYASHI et al., 2005; TSUCHIYA et al., 2005; LIPTAK et al., 2006;
SAKAYAMA et al., 2006; BOSTON et al., 2007; JEON et al., 2008; NISHIDA et al.).

O intervalo estabelecido de, no maximo trés horas, entre o 6bito dos cées e a
coleta dos radios se mostrou satisfatorio, uma vez que nao foram observadas
alteracdes macroscopicas de decomposicdo nos tecidos moles e 0sseos. Além
disso, nao foram encontradas alteracbes biomecanicas nem diferencas
estatisticamente significativas, com relacdo a comparacao da resisténcia dos grupos
GCN e GCA. Optou-se pela definicdo desse intervalo de tempo uma vez que o o6bito
dos cdaes utilizados ndo esteve vinculado a essa pesquisa, portanto, havia
necessidade de padronizar o tipo de cadaver que serviria para coleta. Foram
realizadas pesquisas semelhantes com cadaveres frescos, no entanto, foram
utilizados animais experimentais que eram sacrificados e a coleta dos corpos de
prova era realizada imediatamente apds o o6bito (VOGGENREITER et al., 1994;
DOHTSU et al., 2001; NISHIDA et al., 2008), este tipo de padronizacdo, contudo,
nao é viavel quando sao utilizados animais de rotina.

Os exames radiograficos foram utilizados como método de excluséo dos caes
gue apresentassem alteragfes radiogréficas nos radios, ndo sendo excluido nenhum

animal por este motivo.
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A avaliacédo do status do esqueleto pode ser feita por meio de medidas de
densidade mineral 6ssea, as quais podem auxiliar na instituicdo do diagnostico de
osteopenia bem como na monitoracdo seriada do osso em resposta a afecgdes, a
intervencdes cirdrgicas e terapéuticas e em estratégias preventivas relacionadas ao
metabolismo 6sseo (MURAMOTO et al., 2005). Por ser um tecido constituido por
uma porc¢ao mineral e outra organica, o 0sso pode ser avaliado ndo s6 por métodos
de imagem, que quantificam indiretamente esse conteddo mineral, como também
por métodos que envolvam ensaios mecéanicos (LOUZADA et al., 2006). Nesta
dissertacdo, optou-se pela densitometria Optica radiografica como método de
homogeneizar e diminuir a possibilidade de manter corpos de prova osteopénicos na
amostra. Sendo assim, a andlise biomecénica foi realizada preocupando-se apenas
com a resisténcia ao ensaio de flexdo em quatro pontos e com os efeitos dos
tratamentos a que os corpos de prova foram submetidos, uma vez que a densidade
mineral 0ssea ja havia sido analisada previamente.

A densitometria Optica radiografica se mostrou ferramenta simples, pratica
com valor acessivel e foi utilizada como método de comparacéo entre os grupos GN
e GCN, GA e GCA e entre GN e GA. Muramoto et al. (2005), mencionaram que a
variavel peso pode influenciar a densidade mineral 0ssea apresentando correlacao
positiva quando analisaram e estabeleceram valores de densidade em radios de
cades da raca Poodle por meio da densitometria éptica radiografica. Os mesmos
autores encontraram fraca correlacéo entre a idade e densidade mineral 6ssea. No
presente estudo, os valores absolutos, referentes ao peso, foram maiores nos
grupos GN e GCN, porém, ndo houve diferenca significativa entre os grupos GA e
GN. A média de idade também foi maior no grupo nitrogénio, havendo diferenca
estatisticamente significativa entre 0os mesmos grupos. Mesmo diante desses
achados, nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de densitometria, durante a analise dos grupos GN e GCN, GA e GCA e
entre GN e GA, discordando de Muramoto et al. (2005) e mostrando que houve
homogeneidade entre as amostras com relacdo a densidade mineral 6ssea.

Os grupos GN e GCN (mesmo animal) apresentaram maiores médias de peso
e idade apesar do estudo ser realizado de forma aleatéria em que o sorteio do
tratamento e do lado em que a técnica iria ser procedida era feito antes da coleta
das amostras. Nao houve, todavia, diferengas estatisticamente significativas quanto

a essas variaveis.
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Pesquisas semelhantes ao trabalho descrito nesta dissertacdo, realizaram
comparacao da resisténcia 6ssea por meio de testes biomecéanicos de compresséo e
torcdo (KOHLER et al., 1986; DUARTE; SCHAEFFER, 2000; YAMAMOTO et al.,
2003). Na presente pesquisa, optou-se pela utilizacdo do teste de flexdo em quatro
pontos, por se tratar de um 0sso longo e para tentar mimetizar a aplicacao de forcas
na superficie cranial dos radios, como na cirurgia de limb-sparing, em que o
implante, em geral uma placa, é aplicado nessa regido (LIPTAK et al., 2006). Outra
raz8o para que fosse escolhido o ensaio de flexdo é que as placas menos
resistentes e por conseguinte mais exigidas em forcas de arqueamento. Também
essa forca é mais predominante do que as de torcdo ou compressao, quando
aplicadas no radio canino. Além disso, o teste de quatro pontos foi escolhido porque
a aplicacéo da forca € distribuida de maneira uniforme entre os pontos de contato.
Os pontos de falha do corpo de prova tendem a residir ao longo dessa regiéo,
porém, longe dos pontos de contato permitindo avaliacdo mais fidedigna (DRAPER,;
GOODSHIP, 2003).

Em ultima analise foram feitos os calculos do momento de inércia nos corpos
de prova apoés o ensaio destrutivo de flexdo. Estes valores permitem compreender e
mesmo transferir parcialmente os dados do ensaio, como a resisténcia real do corpo
em qualquer forca aplicada na forma de arqueamento do radio do céo, permitindo
supor que em diferentes regides de aplicacéo de forca no radio a resisténcia final do
0sso sera muito semelhante ao encontrado no estudo. Portanto a pesquisa ligada
nao somente a resisténcia da forca maxima, mas também o estudo da éarea e
geometria do corpo de prova se mostrou importante a0 nNosso projeto, pois o
osteossarcomas pode afetar diferentes areas do radio do céo, principalmente sua
regido distal.

A utilizacdo do programa computacional PMI, desenvolvido especialmente
para essa pesquisa, foi fundamental para facilitar o calculo do momento de inércia,
uma vez que a amostra utilizada, por motivos éticos, ndo era composta de caes
experimentais. Portanto, havia radios de diferentes conformac6es dependendo do
porte e da raca dos animais, o que dificultou a padronizacao do tipo de célculo dessa
variavel, uma vez que nem todos os radios, a seccdo transversa, apresentavam
formato eliptico. Barbosa et al. (2010) e Reis et al. (2011), contudo, usaram o
método do célculo do momento de inércia para uma elipse oca visando avaliacdo

biomecanica de fémures e tibiotarsos de frango respectivamente. Tal método de
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calculo do momento de inércia foi possivel pois esses autores utilizaram uma
amostra homogénea, composta por frangos de corte, do mesmo lote, com peso e
idade semelhantes, portanto, com conformacao 6ssea semelhante, o que facilitou o
calculo dessa variavel.

Foi realizada comparacdo da resisténcia, através do ensaio de flexdo em
quatro pontos, de segmentos de radios caninos autoclavados a 121°C por 20
minutos e desvitalizados em nitrogénio liquido sob o protocolo de 20 min de imersao
em nitrogénio liquido, 15 min a temperatura ambiente seguido de imersdo em
solucdo de NaCl a 0,9% também a temperatura ambiente, por mais 15 minutos.
Singh et al. (2010), entretanto, realizaram analise histopatolégica e biomecéanica, por
meio do teste de compressdo, de segmentos 6sseos submetidos aos métodos de
esterilizacdo autoclavagem, fervura, pasteurizacdo e irradiacdo, com a finalidade de
determinar qual deles era capaz de destruir as células tumorais sem comprometer as
propriedades biomecanicas. Eles observaram que apesar de todos os meétodos
terem sido eficazes em relagdo a eliminacdo das células neoplasicas, as
propriedades mecéanicas foram prejudicadas e a diminuicdo da resisténcia dos
corpos de prova foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura.

A hipotese do presente trabalho era de que o processo de autoclavagem
diminuiria a resisténcia dos segmentos de radio caninos, porém néo foi comprovada,
sendo esta técnica adequada para preservacdo dos segmentos 6sseos quanto ao
aspecto biomecanico, como afirmaram Kohler et al. (1986). Entretanto, de acordo
com Sigh et al. (2010), a capacidade osteoindutiva do autoenxerto € perdida durante
0 processo de autoclavagem e a capacidade osteocondutiva também é reduzida. Os
mesmos autores mencionaram que o calor modifica as propriedades do colageno
presente no tecido 0sseo, fazendo com que essa proteina sofra desnaturacdo a
temperatura de 100°C e causando diminui¢do da resisténcia biomecanica, contudo,
a estrutura do colageno permanece inalterada até a temperatura de 60°C (SIGH et
al., 2010).

Kdhler et al. (1986) avaliaram as propriedades biomecanicas, de 0ssos longos
de ratos autoclavados através do teste de torcdo. Eles utilizaram os seguintes
protocolos de autoclavagem: 110°C por 225 min, 121°C por 20 min e 131°C por 2
min e observaram diminuicdo acentuada da resisténcia e rigidez nos 0sSso0s
autoclavados a baixas temperaturas e por tempo prolongado. Além disso, foi

observada diminuicdo do peso dos 0ssos, possivelmente devido a perda de agua e
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desnaturacao do coldgeno. A escolha do protocolo de autoclavagem foi baseada nos
achados de Kohler et al. (1986) e nos regimes disponiveis na autoclave do Servigco
de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET-FMVZ/USP.

Dohtsu et al. (2001) compararam 0ssos a fresco aos que passaram pelo
processo de pasteurizacdo, fervura ou congelamento em nitrogénio liquido, em
ratos, e observaram que as amostras tratadas com nitrogénio foram semelhantes as
de osso frescos em termos de potencial osteogénico. O congelamento foi realizado
em trés imersdes em nitrogénio liquido de trés minutos com intervalo de cinco
minutos a temperatura ambiente. Além disso, concluiram que o tratamento a 65°C
por 1 hora é comparado ao congelamento em nitrogénio em termos de potencial
regenerativo para reimplantagcdo simultanea. Corroborando com o0s autores,
igualmente ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos GN e GCN quanto a resisténcia biomecanica, mostrando que a
desvitalizacdo em nitrogénio liquido ndo compromete essa propriedade.

Voggenreiter et al. (1994) submeteram tibias de ratos aos tratamentos de
congelamento a —70°C, radiacdo gama, autoclavagem a 134°C por 3 € 5 min e
liofilizacdo. Eles observaram os corpos de prova ao microscopio eletrénico e
encontraram alteracdes na microestrutura das amostras autoclavadas e liofilizadas.
Sendo que as ultimas apresentaram microfraturas e a primeira, engrossamento das
fibras da matriz quando a autoclavagem durou 3 min e desnaturacdo da matéria
organica aos 5 min de autoclavagem. Essa pode ser a razdo da reducdo da
estabilidade biomecénica e perda da capacidade osteocondutora. N&o foi realizada
analise microscopica em nosso estudo, contudo, o aspecto macroscopico dos
corpos de prova autoclavados evidenciava alteracdo em sua estrutura, ou seja, 0s
mesmos apresentavam aspecto “ressecado”. Da mesma maneira, mesmo nhao
existindo diferenca estatistica entre os deltas, o comportamento “visual” do corpo de
prova ao ensaio de flexdo denotava perda da flexibilidade/maior fragilidade em
comparacdo ao grupo nitrogénio. Os segmentos 6sseos do grupo GN sofriam
acentuada curvatura, em sentido craniocaudal, antes da falha, enquanto que os do
grupo GA, nao sofriam esse tipo de deformacao e respondiam a aplicacédo da carga
‘explodindo” e sofrendo fraturas cominutivas. Apesar desses resultados foram
observadas, durante a comparacdo entre os grupos GN e GA diferenca
estatisticamente significativas, em relacdo as varidveis tensdo-tragdo, tenséo-

compressao e tensdo maxima, sendo os valores superiores para o0 GA, contrariando
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a hipétese do estudo. N&o foi possivel estabelecer uma justificativa para tais
resultados, sugerindo-se novos estudos com ndimero amostral superior.

As vantagens da utilizagcdo de autoenxertos desvitalizados em nitrogénio
liquido incluem baixo custo, simplicidade da técnica, manutencdo das propriedades
osteoindutivas e osteocondutivas (preservacao de proteinas, fatores de crescimento
e citocinas que diminuem reacfes imunoldgicas), tempo de tratamento reduzido,
preservacao da matriz cartilaginosa, perfeito encaixe ao 0sso receptor, preservacao
da resisténcia biomecéanica, possibilidade de reutilizacdo de tecidos moles como
tenddes e ligamentos, acdo crioimunoldgica, além de ndo haver necessidade de
precaucdo em relacdo a controle de temperatura (SAKAYAMA et al.,, 2006;
RAHMAN et al., 2009; TANZAWA et al., 2009; TSUCHIYA et al., 2010). Nao foram
encontradas dificuldades durante a realizacdo da técnica de desvitalizacdo Ossea
em nitrogénio liquido e o protocolo utilizado foi semelhante ao empregado por
Yamamoto et al. (2003), ou seja, 20 minutos em imersdo em nitrogénio liquido, 15
minutos a temperatura ambiente e mais 15 minutos em imersao em solugéo
fisiolégica a temperatura ambiente. Yamamoto et al. (2003), contudo, utilizaram
imersdo em solucado fisiolégica a temperatura a 30°C. O emprego de solucéo
fisiologica a temperatura ambiente, segundo os autores, previne a formacdo de
microfraturas que foram encontradas quando os mesmos retiravam 0s corpos de
prova do nitrogénio e colocavam diretamente na solucéo fisiolégica a 30°C.

No mesmo trabalho, foram comparados fragmentos ésseos de metacarpianos
bovinos desvitalizados em nitrogénio (protocolo anteriormente citado) ou
autoclavados a 134°C por 15 min, por meio do teste de compressdo. Apos a
realizacdo dos testes biomecanicos, a amostras foram avaliadas ao microscopio
eletrénico e foi observado que os ossos autoclavados apresentaram superficie
irregular e desigual com pequenos orificios. Em contraste, a superficie dos 0ssos
tratados com nitrogénio foi lisa e com granulacdo fina. Durante o teste de
compressao, 0s 0ssos tratados com nitrogénio apresentaram maior resisténcia em

comparacgao aos autoclavados.
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10 LIMITACOES DO ESTUDO

Como limitagBes do estudo foram citadas:

e Nao foi avaliada a resisténcia dos corpos de prova a tor¢do e a testes de
fadiga (ensaios ciclicos).

e Os dados biomecéanicos in vitro podem néo refletir o comportamento in vivo.
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11 CONCLUSAO

A comparacdo biomecanica, por meio do ensaio de flexdo em quatro pontos,
de segmentos de radios caninos submetidos a autoclavagem e a desvitalizacdo em
nitrogénio liquido, ndo demonstrou diferengcas estatisticamente significativas.
Portanto, concluiu-se que ambos os métodos podem ser utilizados para o tratamento
de autoenxertos para a cirurgia de preservacao do membro sem prejuizo quanto a

resisténcia biomecanica.
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