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RESUMO

MULLER, A. F. Viabilidade dos fios de poliamida nacional e importado como
alternativa para a técnica de TightRope modificada no tratamento de
insuficiéncia do ligamento cruzado cranial espontaneo em caes. 2020. 68p.
Dissertacao (mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2020.

O ligamento cruzado cranial € um dos principais responsaveis pela estabilidade
da articulacdo femorotibiopatelar. Quando rompido ou lacerado (insuficiente), ele
proporciona instabilidade da tibia em relacdo ao fémur, levando a claudicacéo e,
também, a doenca articular degenerativa. A técnica de TightRope € um método
de estabilizagdo extracapsular que emprega fita ultrapolietileno resistente, com
ancoras confeccionadas em titanio, que tém como objetivo anular o movimento
de gaveta cranial e de rotacdo interna da tibia. A fim de se verificar a viabilidade
dos fios de poliamida (nailon) como alternativa a fita de ultrapolietileno, estes
foram analisados por meio de ensaios mecanicos de tenséo, citotoxicidade
indireta, por microscopia eletronica de varredura (MEV) e pela espectroscopia
no infravermelho (IV). Os fios testados foram acomodados em um dispositivo,
desenvolvido para esta finalidade, e esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos. Os resultados revelaram que o dispositivo de acomodacéo, se mostrou
eficiente na manutencéo do comprimento e diametro dos fios autoclavados. Por
meio dos ensaios mecanicos de tenséo foi possivel obter o limite elastico dos
fios e assim relacionar o seu diametro com o peso do cdo com ILCCr. A
espectroscopia no 1V néo indicou alteracdo molecular da poliamida e o teste de
citotoxicidade indireta revelou que o fio de poliamida importado é citotoxico a
linhagem celular testada e por isso seu uso in vivo néo € indicado. Portanto, o
fio de nailon de pesca nacional autoclavado é uma alternativa viavel para o
tratamento da ILCCr, de baixo custo, facil aquisi¢cao e que pode ser utilizado para
outros tipos de cirurgias articulares e em areas da medicina veterinaria que

necessitem de fios mais resistentes.

Palavras-chave: Biomaterial. Limite elastico. Nailon. Macro e microanalise.



ABSTRACT

MULLER, A. F. Viability of national and imported polyamide threads as an
alternative to the modified TightRope technique for the treatment of
spontaneous cranial cruciate ligament insufficiency in dogs. 2020. 68p.
M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2020.

The cranial cruciate ligament is one of the main responsible for the
femorotibiopatellar joint stability. When ruptured or lacerated (insufficient), it
provides instability of the tibia relative to the femur, leading to lameness and also
to degenerative joint disease. The TightRope is an extracapsular stabilization
technique in which a resistant ultrapolethylene tape, secured with endobuttons
made of titanium, aims to prevent the cranial drawer movement and the tibial
internal rotation. To check the polyamide (nylon) threads viability as an alternative
to the ultrapolethylene tape, these were analyzed employing mechanical stress
tests, indirect cytotoxicity assessment, scanning electron microscopy (SEM), and
by infrared spectroscopy (IR). The tested threads were accommodated in a
device, developed for this purpose, and steam-sterilized at 120°C for 15 minutes.
The results revealed that the accommodation device created was efficient in
maintaining the length and diameter of the steam-sterilized threads. Through the
mechanical stress tests, it was possible to obtain the threads elastic limits and
thus to relate its diameter to the weight of the dog with cranial cruciate ligament
insufficiency (CCLI). The IR spectroscopy did not show polyamide molecular
alteration. The indirect cytotoxicity test revealed that the imported polyamide is
cytotoxic to the cell line tested and, therefore, its use is not recommended in vivo,
despite the favorable mechanical test results. Thus, the national steam-sterilized
nylon fishing line is a viable alternative for the CCLI treatment, has low cost, easy
acquisition, and can be used in other types of articular surgeries and in veterinary

fields that require a more resistant suture.

Keywords: Biomaterial. Elastic Limit. Nylon. Macro and microanalysis.



1. INTRODUCAO

O ligamento cruzado cranial (LCCr) € um dos componentes intra-
articulares que limita os movimentos da articulacdo femorotibiopatelar (FTP),
restringe o deslocamento cranial da tibia em relacdo ao fémur, a rotagéo interna
da tibia, bem como a hiperextenséo articular (ARNOCZKY; MARSHALL, 1977).

A insuficiéncia do ligamento cruzado cranial (ILCCr) € causa comum da
claudicacdo do membro pélvico dos cdes (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009;
CHRISTOPHER; BEETEM; COOK, 2013; MUIR, 2018). De forma geral, o exame
fisico/ortopédico tem como objetivo avaliar a claudicacéo, a qualidade do apoio,
a atrofia muscular, a presenca de movimento de gaveta (positivo ou cranial) pelo
deslocamento cranial da tibia em relacdo ao fémur, a rotacao interna da tibia, a
sensibilidade a palpacéo da articulacdo, crepitacao e espessamento da capsula
articular, bem como o teste de compressao tibial (CHIERICHETTI et al., 2001;
MUZZI et al., 2003; ROMANO et al., 2006).

Atualmente, a instabilidade da articulagdo FTP pode ser tratada com o0 uso
de técnicas intra e extracapsulares e, mais recentemente, com as osteotomias
corretivas (JERRAM; WALKER, 2003; ROMANO et al., 2006). Nos Estados
Unidos, estima-se que o gasto anual com esta afeccéo seja superior a 1,3 bilhdes
de ddlares com tendéncia ao crescimento desde entdo (WILKE et al., 2005).

Um grande numero de diferentes procedimentos cirdrgicos tem sido
descrito para o tratamento da instabilidade articular em cdes. No entanto, a
opcdo mais adequada de tratamento ainda permanece controversa (MUIR,
2018).

Independentemente do procedimento cirtrgico escolhido para o
tratamento da ILCCr, o objetivo fundamental é estabilizar a articulagdo, promover
o alivio da dor e, principalmente, prevenir ou mesmo retardar a progressao da
doenca articular degenerativa (DAD) (BARAUNA JUNIOR et al., 2007; BIASI et
al., 2002).

O tratamento com o uso de técnicas extracapsulares requer instrumentos
menos especializados para a sua aplicacdo, € mais acessivel, e apresenta
excelente custo-beneficio (BARAUNA JUNIOR et al., 2007).

A técnica de TightRope (Figura 1) é um método de estabilizacéo

extracapsular minimamente invasivo, que emprega fita ultrapolietileno resistente,
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com ancoras confeccionados em titdnio, colocados em pontos isométricos ao
nivel do fémur distal e da tibia proximal, que anulam o movimento de gaveta

cranial com menor risco de ocorréncia de complicacdes (COOK et al., 2010).

Figura 1 - Técnica de TightRope. (A) Vista cranial; (B) Vista lateral

Fonte: Cook et al. Clinical comparison of a novel extracapsular stabilization procedure
and tibial plateau leveling osteotomy for treatment of cranial cruciate ligament deficiency in dogs,
2010.

Quanto ao pleno retorno da funcdo e a prevencao da doenca articular
degenerativa da articulagdo FTP com ILCCr, ndo h& procedimento cirdrgico que
seja totalmente satisfatorio (BARAUNA JUNIOR et al., 2007). Sendo assim,
propde-se com este estudo analisar a viabilidade de fios de poliamida nacional
(Araty® - superflex) e importado (Otoni® - Platinum) como alternativa para a
técnica de TightRope modificada no tratamento de insuficiéncia do ligamento

cruzado cranial espontaneo em caes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a viabilidade de fios de poliamida nacional e importado como
opcao para a técnica de TightRope no tratamento da insuficiéncia do ligamento

cruzado cranial espontaneo em caes.

2.2 Especificos

- Confeccionar um dispositivo de acomodacdo que mantém o
comprimento inicial dos fios de poliamida nacional e importado na ocasido da
esterilizacdo por meio de autoclave;

- Analisar, por meio de ensaios mecanicos destrutivos de tenséo, os fios
de poliamida nacional e importado autoclavados e ndo autoclavados;

- Determinar o limite elastico dos fios de poliamida antes e apds a
esterilizac&o por autoclave;

- Analisar, por meio de ensaio biolégico, o efeito citotéxico dos fios de
poliamida nacional e importado autoclavados e ndo autoclavados;

- Analisar, por meio da técnica de microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), as superficies transversas dos fios de poliamida nacional e importado
autoclavado e ndo autoclavados;

- Analisar, por meio da técnica de infravermelho, a estrutura molecular dos

fios de poliamida nacional e importado autoclavados e ndo autoclavado.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos morfolégicos e funcionais do ligamento cruzado cranial

A estabilidade da articulacdo FTP esté diretamente ligada a integridade
do LCCr. Sua leséo, afeccao ortopédica comum nos cées, pode ser uma ruptura
completa com instabilidade nitida ou uma ruptura parcial com instabilidade em
menor grau. Em ambos o0s casos, 0s animais ndo tratados exibem alteracdes
articulares degenerativas dentro de poucas semanas e alteracdes graves dentro
de poucos meses (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009).

O LCCr é dividido nas bandas craniomedial e caudolateral, que possuem
diferentes pontos de insercao no plato tibial. Sua atuacao primaria é na limitacao
da translacao cranial da tibia em relacdo ao fémur. A banda craniomedial esta
tensa durante todas as fases da flexdo e da extenséo; a banda caudolateral esta
tensa na extensao, mas torna-se relaxada na flexdo (FOSSUM, 2014).

O comprimento do LCCr esta relacionado positivamente com o peso
corporal, sendo o comprimento médio de suas bordas cranial e caudal 13,5 e
18,7 mm, respectivamente (COMERFORD et al., 2005; DORLOT et al., 1980;
VASSEUR et al., 1985; WINGFIELD et al., 2000;).

A banda craniomedial € menor, surge na regido mais proximal do fémur e
se insere mais cranialmente na area do platd tibial, se comparada com a banda
caudolateral. As fibras da banda caudolateral se originam da parte mais lateral e
distal em sua area de fixacdo no condilo lateral do fémur, tém um trajeto reto e
se inserem na regido mais caudal do platd tibial (ARNOCZKY; MARSHALL,
1977).

Os ligamentos cruzados, cranial e caudal, juntos, fornecem importante
restricdo secundaria contra a angulacdo varo e valgo. Eles se tornam forcas
primérias contra estas angulacdes caso ocorra a perda do suporte dos
ligamentos colaterais do joelho (VASSEUR; ARNOCZKY, 1981).

Mecanorreceptores e terminagdes nervosas aferentes foram identificados
nas camadas interfibrosas do LCCr. A inervacdo do ligamento serve como um
mecanismo de feedback proprioceptivo, que previne a flexdo ou a extensao

excessiva da articulagdo do joelho. Esta acdo protetora € atingida pela
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estimulacdo ou pelo relaxamento dos grupos musculares que proporcionam
suporte a articulacdo (FOSSUM, 2014).

A ruptura do LCCr ocorre predominantemente na regido meédia desta
estrutura. Alm, Ekstrém e Stromberg (1974) relataram 93,7% das rupturas no
terco médio e Vasseur et al. (1985), 89,2%. Este fato pode estar relacionado ao
que foi observado por Coetzee e Lubbe (1995) que relataram ser nessa regido
gue os ligamentos cranial e caudal se cruzam durante os movimentos de flexao
e extensdo do membro e isto gera uma compressdo excessiva neste local,
diminuindo o suprimento sanguineo e aumentando a tensdo mecanica,
predispondo a ruptura.

Ha& uma série de fatores nado relacionados a doencas que afetam as
propriedades biomecanicas dos ligamentos, incluindo idade, peso corporal,
fenotipo, uso/desuso e se os animais foram castrados ou ndo (DUVAL et al.
1999; LAROS; TIPTON; COOPER, 1971; VASSEUR et al. 1985).

Vasseur et al. (1985), demonstraram consistentemente que ocorrem
alteracOes degenerativas e declinio nas propriedades fisicas (for¢a) do ligamento
em cdes com mais de 5 anos de idade.

A gravidade da degeneracdo parece ser diretamente proporcional ao
tamanho corporal, com animais acima de 15 kg mostrando maiores alteracées
(BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009). Whitehair, Vasseur e Willits (1993),
associaram fortemente a obesidade com a ruptura do ligamento cruzado cranial,
em virtude da excessiva carga que o ligamento sofre durante a marcha.

O mecanismo exato de lesdo ainda nédo é totalmente compreendido. Nos
casos de ruptura traumatica aguda, acredita-se que a lesdo esteja relacionada
as funcdes normais do ligamento: na maioria das vezes, o ligamento é lesionado
qguando o joelho é girado rapidamente com a articulacdo em 20 a 50 graus de
flexdo ou quando o joelho é hiperestendido (ARNOCZKY, 1988). Isso causa
extrema rotacéo interna da tibia com estresse no ligamento cruzado cranial. A
hiperextensdo ocorre mais frequentemente quando o cao pisa em um buraco ou
depressdo em marcha rapida.

Acredita-se que a causa de lesdo mais comum seja um pProcesso
degenerativo progressivo que leva a uma ruptura parcial ou total do ligamento
(HAYASHI, 2003).



14

A resisténcia do ligamento cruzado cranial vem sendo medida ha anos por
meio dos mais diversos aparelhos e das mais variadas formas (DORLOT et al.,
1980; O'DONOGUE et al., 1966; RYAN; DROMPP, 1966).

Segundo Gupta, Brinker e Subramanian (1969), a forca necessaria para
romper o LCCr deve ser de aproximadamente 4 vezes o0 peso corporal em
Newtons, ou seja, para caes de 10 kg, por exemplo, a for¢ca necessaria seria de,
aproximadamente, 400 N.

Brendolan, Rezende e Pereira (2001), chegaram a um valor de 661 N para
a faléncia total do LCCr em caes com peso médio de 11,8 kg, ou seja, neste
estudo, a relacdo forca maxima de ruptura em Newtons/peso do animal em Kg,
seria de aproximadamente 60 N/kg, diferente de Gupta, Brinker e Subramanian
(1969), que foi de 40N/kg e aproximadamente a metade do valor de encontrado
por Dorlot et al. (1980) e Comeford et al. (2005) que chegaram a valores de
aproximadamente 27 N/kg. Ja Wingfieg et al. (2000) ao compararem a
resisténcia do LCCr em caes da raca Rottweiler e Greyrounds de corrida,
chegaram a um valor de 48 N/kg para o primeiro e 55 N/kg para o segundo,
indicando que pode existir uma variagéo entre as diferentes ragas caninas.

O LCCr, assim como todos os tecidos moles conjuntivos colagenos, &
considerado um material viscoelastico, que exibe propriedades tanto viscosas
quanto elasticas quando submetido a deformacdo e, portanto, possui
comportamento mecéanico tempo-dependente (SAMPLE, 2018).

Como os ligamentos sé@o projetados para transferir carga de osso para
0sso em uma direcdo longitudinal, testes de tracdo uniaxial sdo usados para
caracterizar as propriedades estruturais e materiais do ligamento usando as
curvas forca-deformacédo e tensdo-deformacgéo, respectivamente (SAMPLE,
2018).

3.2 Opcoes para a correcao da insuficiéncia do ligamento cruzado cranial

Com o objetivo de restaurar a estabilidade anatdmica das articulacoes,
inUmeras técnicas cirurgicas vém sendo desenvolvidas desde o inicio da década
de 1960 (MUIR, 2018). Embora as técnicas cirurgicas variem, o objetivo principal

da maioria dos procedimentos € eliminar a subluxacéo tibial cranial e limitar a
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rotacdo interna da tibia durante a movimentacdo da articulacio (WARZEE,
2001).

As técnicas mais atuais, denominadas periarticulares, utilizam
osteotomias corretivas com objetivo de obter estabilidade dinamica do joelho
pela alteracdo da geometria 6ssea (KIM et al., 2008). Dentre estas técnicas
destacam-se o0 avanco da tuberosidade tibial (TTA) e a osteotomia de
nivelamento do platé tibial (TPLO).

Apesar de serem atuais e muito utilizadas por cirurgibes veterinarios,
alguns estudos e relatos de casos vem associando o uso dos implantes
metélicos, utilizados nas técnicas de TTA e TPLO, com a ocorréncia de
neoplasias 0sseas, principalmente 0 osteossarcoma. Em um estudo
retrospectivo de casos ocorridos entre 1983 e 2013, Burton et al. (2015),
encontraram 16 ocorréncias de neoplasias 0sseas caninas associadas a
implantes metélicos, sendo o osteossarcoma a neoplasia mais prevalente.

Selmic et al. (2014), analisando cées que foram submetidos a técnica de
estabilizacao periarticular de nivelamento do plato tibial (TPLO), entre os anos
de 1997 e 2011, encontraram 29 casos de osteossarcoma localizados na porgéo
proximal da tibia desses animais, sugerindo assim uma relacdo entre o uso do
implante metalico e o desenvolvimento da neoplasia.

A associacdo entre o aparecimento do osteossarcoma e o implante
metalico utilizado para o tratamento de RLCCr, estabilizado com a técnica do
avanco da tuberosidade tibial (TTA), também foi relatada por Dunn et al. (2012),
em que um cao da raca malamute do Alaska apresentou esta neoplasia 6ssea
20 meses ap0s ser submetido ao procedimento cirargico.

A técnica TightRope é um método de estabilizacdo extracapsular menos
invasivo que as osteotomias proximais da tibia utilizadas para estabilizar
articulagao FTP com ILCCr. Num estudo prospectivo (COOK et al., 2010) onde
se comparou o resultado de 24 pacientes submetidos a TightRope, e 23
pacientes submetidos a TPLO, a TightRope mostrou-se menos invasiva, de
menor dificuldade técnica relativa, e menos dispendiosa, comparativamente a
TPLO. As taxas de complicagdes (12,5% TightRope, 17,4% TPLO), incluindo
lesdo meniscal secundaria (8,3% TightRope, 8,4% TPLO) foram semelhantes
entre as duas técnicas. Os autores concluiram que a TightRope pode ser

executada com sucesso em pacientes de racas médias, grandes e gigantes, e
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gue o resultado aos 6 meses é comparavel ao da TPLO, sendo tdo bom ou
melhor no que concerne a funcdo do membro e progresséo radiografica de
osteoartrite (COOK et al., 2010).

Varios materiais sintéticos, aloenxertos e autoenxertos foram testados em
experimentos com animais, mas nenhum mostrou ser mecanicamente
equivalente ao LCCr intacto. Um dos principais desafios ao usar enxertos na
substituicdo do LCCr em cées € a falta de forca que estes exibem ao longo do
tempo (CURTIS; DELEE; DREZ, 1985; MCFARLAND et al., 1986; VASSEUR et
al., 1985; YOSHIYA et al., 1986).

Nas técnicas extracapsulares, que utilizam suturas de estabilizacéo,
varios tipos de materiais tém sido utilizados. O uso de materiais de sutura
absorviveis foi relatado, mas estes tipos de sutura ndo fornecem restricao
prolongada ao movimento anormal (KORVICK; JOHNSON; SCHAEFFER,
1994).

Materiais de sutura ndo-absorviveis multiflamentares tém sido usados e
fornecem restricdo prolongada ao movimento anormal de gaveta, entretanto, o
uso destes tipos de materiais tem sido associado com uma alta incidéncia de
infeccdo poés-operatéria e formacdo de fistulas (DEANGELIS; LAU, 1970;
DULISCH, 1981; GAMBARDELLA; WALLACE; CASSIDY, 1981).

O método de fixacdo destas suturas ao 0sso, também vem sendo
discutido ao longo dos anos. A utilizagdo de ancoras OGsseas em pontos
isométricos € uma alternativa ao uso de cavilhas. Roca et al. (2020) concluiram
que a fita ultrapolietileno resistente, ancoradas com parafusos ao fémur de racas
toy é uma alternativa viavel as cavilhas de metal, normalmente utilizadas na
técnica de TightRope.

Nwadike e Roe (1998), destacam ainda que a estabilizacdo extracapsular
da articulagdo do joelho em cées com ruptura do ligamento cruzado cranial
requer o uso de um material forte com minima aderéncia bacteriana e minima

deformacéo plastica.

3.3 A poliamida como alternativa cirargica

Varios tipos de materiais tém sido propostos para uso prostético na

estabilizacdo da articulagdo do joelho canino utilizando as técnicas
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extracapsulares (CHILDERS, 1966; COOK et al., 2010; KORVICK; JOHNSON;
SCHAEFFER, 1994; LEWIS; MILTHORPE; BELLENGER, 1997).

Um material prostético ideal deve possuir propriedades como: resisténcia,
ser biologicamente inerte, minima aderéncia bacteriana, poder ser esterilizado,
de facil manuseio, baixo custo, excelente seguranca e compactacao do no e
capacidade de suportar cargas ciclicas e de tracdo (BANWELL et al., 2005;
NWADIKE; ROE, 1998).

A medida que a estabilizacdo extracapsular da articulagéo do joelho, com
0 uso de material sintético progrediu, véarios fatores que afetam a técnica tém
sido avaliados, incluindo o tipo de material a ser utilizado, os métodos de
esterilizacdo deste material, qual o melhor método de ancoragem para esses
materiais, tipos de nés utilizados, local de insercdo e posi¢cdo do joelho no
momento da estabilizacdo (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009; COOK et al.,
2010; DULISH, 1981; FLO, 1975; GAMBARDELLA; WALLACE; CASSIDY, 1981,
HARPER et al., 2004; ROE; KUE; GEMMA, 2008).

Biomateriais como as poliamidas, possuem excelentes propriedades em
termos de resisténcia mecanica, flexibilidade e tenacidade o que tornam esses
polimeros especialmente interessantes como componentes de automoveis,
aeronaves, dispositivos, componentes de engenharia e no setor médico
(WINNACKER, 2017).

Fios de poliamida fabricados para a pesca, tem sido defendido ao longo
dos anos para estabilizacdo extracapsular da articulacdo do joelho canino
(BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009; BUDSBERG et al., 1988; CAPORN; ROE,
1996; ELKINS et al., 1991). Estes fios sdo um copolimero do néilon 6 e nailon
6,6, enquanto as chamadas “leader lines” sdo compostas por nailon 6,12
(CAPORN; ROE, 1996).

A familia das poliamidas (Figura 2) é composta por diferentes polimeros
identificados pelo nimero de grupos metil que existem nos dois lados dos
atomos de nitrogénio (grupos amida) e tém suas propriedades influenciadas pelo
namero de unidades deste grupamento (SILVA; TOGNANA; SALGUEIRO,
2013).
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Figura 2 - Principais grupos de poliamidas usados na fabricacéo das linhas de pesca.

Fonte: modificado de https://cen.acs.org/articles/91/i7/Inside-Race-Replace-Nylon-
12.html

Supde-se que os fios de nailon tenham resisténcia mecanica comparavel
as suturas ndo absorviveis multiflamentares (BRINKER; PIERMATTEI; FLO,
2009; CAPORN; ROE, 1996; ELKINS et al., 1991) mas é menos provavel que
abriguem bactérias ou se tornem infectado (CAPORN; ROE, 1996; KORVICK;
JOHNSON; SCHAEFFER, 1994). Além disso, a disponibilidade do fio de nailon
cirargico de diametro superior a 0,40 mm no mercado nacional médico-hospitalar
€ bastante limitada (BRINKER; PIERMATTEI; FLO, 2009; BUDSBERG et al.,
1988; CAPORN; ROE, 1996; ELKINS et al., 1991; FIROUZI et al., 2014;
KORVICK; JOHNSON; SCHAEFFER, 1994).

Sicard et al. (1999) demonstraram significativa diferenca na forca maxima
de ruptura e deformacao entre diferentes marcas de fio de poliamida utilizados
para pesca, sugerindo que, além do tipo de material usado, a marca pode ser
importante fator a se considerar nos procedimentos cirirgicos ortopédicos em
gue se faz necessario o uso destes fios.

As propriedades mecanicas do fio de nailon monofilamentar e os efeitos
dos métodos de esterilizacdo comumente empregados neste material tém
relevancia clinica para os cirurgifes veterinarios (CAPORN; ROE, 1996).Lewis,
Milthorpe e Bellenger (1997) indicaram que a esterilizagao por 6xido de etileno é
preferivel a esterilizacdo a vapor e quando esta ultima é a escolhida, o fio ndo

deve ser esterilizado mais de uma vez.
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Os materiais poliméricos sdo sensiveis as altas temperaturas e ao
ambiente, o que pode comprometer seu desempenho mecéanico (ROE; KUE;
GEMMA, 2008). Isso é corroborado por Sicard, Hayashi e Manley (2002), que
verificaram que a linha de pesca esterilizada em autoclave apresenta
significativo aumento na deformagdo maxima se comparada com 0 mesmo
material ndo esterilizado ou esterilizado com éxido de etileno, sendo que os dois
altimos grupos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.

Um biomaterial ideal para ser utilizado na reparagdo de estruturas que
suportam pouca deformagao, como os ligamentos, tem que trabalhar dentro de
sua fase elastica (fase de proporcionalidade), ou seja, quando submetido a forca
de tracéo, retorna a sua forma inicial (MORAES et al., 2003).

Lewis, Milthorpe e Bellenger (1997) chegaram a resultados que sugerem
que o néilon monofilamentar é um material superior ao polipropileno ou ao
poliéster multifilamentar revestido por polibutilato para a estabilizacdo do LCCr

baseados nas propriedades mecanicas superiores que este material possui.
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4. JUSTIFICATIVA

Os fios de poliamida, que poderdo ser utilizados na técnica de TightRope
modificada, sdo de baixo custo e amplamente empregados como biomaterial na
medicina veterinaria. Eles apresentam caracteristicas como minima reacao
tecidual e boa resisténcia a tracdo que o credenciam a ser um bom substituto ao
fio utilizado originalmente na técnica de TightRope. Assim, a determinagdo da
viabilidade dos fios de poliamida nacional e importado como opcao para a técnica
de TightRope no tratamento de ILCCr espontaneo em cées, torna-se necessaria,
pois 0 uso empirico desses biomaterias, frequentemente empregados em
procedimentos na rotina cirargico-ortopédica veterinaria, podem comprometer
ainda mais a articulacdo FTP do paciente, quando nao utilizados de maneira
correta. Além disso, a caracterizacao do fio de poliamida permite que este seja
utilizado, ndo somente como substituto a técnica de TightRope mas também
embasa cientificamente sua utilizagdo em qualquer outro procedimento

clinico/cirargico que se fizer necessario.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Fio de poliamida (biomaterial)

Os fios de poliamida, nacional (Araty® superflex, monofilamento
poliamida, Brasil) e importado (Ottoni® Platinum XT, monofilamento poliamida,
Japan) testados, possuiam diametro de 0,40, 0,60 e 0,80 mm, para os testes
mecanicos e de espectroscopia no infravermelho, 0,40 mm na analise de

microscopia eletronica de varredura e 0,60 mm nos testes de citotoxicidade.

5.2 Dispositivo para a acomodacéo do fio de poliamida

Para que nao sofressem reducao de seu comprimento durante o processo
de esterilizacdo, os fios de poliamida, antes de serem embalados em grau
cirurgico, foram colocados em um dispositivo de acomodacédo, especialmente
desenvolvido para este fim. Tal dispositivo possui uma haste tubular de aco
inoxidavel (500 mm de comprimento X 7 mm de diametro), conectada
transversalmente a dois cilindros de poliamida (50 mm de comprimento X 16 mm
de didmetro) com dois parafusos cilindricos de aco inoxidavel utilizados para
prender as pontas dos fios de poliamida. Além disso, dentro do furo central dos
cilindros de poliamida existia um elemento elastico com a funcéo de permitir a
acomodacéo do fio de sutura durante o processo de esterilizacdo, evitando-se
assim sua ruptura. Para comprovar a eficacia do dispositivo em manter o
comprimento dos fios de poliamida apds serem esterilizados em autoclave, 0s
mesmos foram submetidos a este processo sem 0 uso do dispositivo e entdo
comparados com os fios de mesmo comprimento (10 cm) que nao foram

autoclavados.

5.3 Esterilizagao dos fios de poliamida com uso de autoclave

Os fios de poliamida nacional e importado utilizados neste estudo, apos
serem acomodados no dispositivo, foram embalados em papel grau cirdrgico
(Cipamed®, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) e esterilizados em autoclave (Stermax®,
modelo digital, 60 litros, horizontal, Curitiba/PR, Brasil) & 121°C por 15 minutos



22

de exposicdo. A esterilizagdo foi realizada no Laboratério de Oncologia
Comparada e Translacional (LOCT/ZMV) da FZEA/USP, em Pirassununga — SP.

5.4 Anélise pela microscopia eletrénica de varredura da superficie dos fios

de poliamida

As superficies transversas preparadas e polidas dos fios de poliamida
nacional/importado autoclavados e ndo autoclavados de 0,40 mm de diametro
foram fixadas em portas amostras com fita condutora de carbono, acomodadas
em camara de baixo vacuo e submetidas a analise de MEV (Microscopia
Eletrénica de Varredura), com detector — BSD (elétrons retroespalhados), sob
tensdo de aceleracdo de 15Kv (Hitachi®, TM3000, Japdo). A superficie
longitudinal dos fios também foi examinada a fim de se identificar qualquer tipo
de irregularidade que pudesse evidenciar mudancas fisicas durante o processo
de esterilizacdo por autoclave. Com os cortes transversais também foi possivel
obter o didametro exato do fio antes e ap0s a esterilizacdo em autoclave com a
utilizacdo ou ndo da haste de acomodacédo. As andlises foram realizadas nas
dependéncias da FZEA/USP por meio do plano de gestdo de uso (MEV-EMU)

desta mesma unidade.

5.5 Ensaios mecanicos destrutivos dos fios de poliamida

Os testes mecanicos dos fios de poliamida nacional/importado
autoclavados (n=6) ndo autoclavados (n=6) foram realizados em maquina servo-
hidraulica com capacidade de 15 kN, para ensaios de tracao, flexdo, compresséo
monoténicos ou ciclicos, modelo 370.02, fabricante MTS (Figura 3), com sistema
de refrigeracdo modelo SAT.005AR, marca Refrisat, dotada de células de cargas
de 200N para o fio de 0,40 mm de diametro e 1000N para os fio de 0,60 e 0,80
mm de diametro, com deslocamento de 4 mm/segundo ou 240 mm/minuto, até
faléncia total dos biomateriais, ou seja, rupturas. Para isso, as extremidades dos
fios (com aproximadamente 15 cm de comprimento) foram fixadas, por meio de
garras hidraulicas proprias para esta funcdo (Figura 4), com pressdo de 3 bar
para os fios de 0,40 e 0,60 mm e de 4 bar para o fio de 0,80 mm de diametro,

afim de se evitar, ao mesmo tempo, o escorregamento e 0 esmagamento dos
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mesmos, sendo que os fios permaneceram a uma distancia inicial (vao livre) de
30 mm (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 13904,
2003).

Figura 3 - Maquina servo-hidraulica da marca MTS utilizada nos ensaios mecéanicos
destrutivos (faléncia) dos fios de poliamida nacional e importado.

Fonte: Prépria autoria
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Figura 4 - Garra utilizada no ensaio mecénico destrutivo dos fio de poliamida nacional e
importado.

Fonte: Prépria autoria

A maquina foi acoplada ao computador por meio de sistema de aquisi¢éo
de dados (MTS FlexTest® Controller Software, USA) permitindo gravacdo em
tempo real das variaveis forca (N) e deslocamento (mm) (FRANCA et al., 2008;
ROMANO et al., 2006; SARDENBERG et al., 2003).

A partir dos dados obtidos para cada um dos fios testados, procedeu-se
média aritmética desses valores gerando um unico grafico médio para cada um
dos fios testados. A analise da regido mais retilinea deste grafico, ou seja, a fase
de proporcionalidade do fio, que retorna ao seu formato inicial apdés ser
submetido a determinada forca sera, portanto, a regido que compreende a fase

elastica.
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Os ensaios foram realizados em condi¢des controladas de temperatura
(aproximadamente 25°C) no Laboratorio de Construgdes Rurais e Ambiéncia
(CONSTRAMBI/ZEB) da FZEA/USP, em Pirassununga — SP.

5.6 Andlise de citotoxicidade indireta dos fios de poliamida

O ensaio de citotoxicidade indireta foi realizado em triplicata, nos fios de
poliamida nacional/importado autoclavados e ndo autoclavados com 0,60 mm de
diametro e em uma amostra de fio cirargico de nailon “0” (Shalon®, Goiania/GO,
Brasil) com aproximadamente 0,35 mm de diametro, como forma de
comparacao. Para os fios de 0,60 mm de diametro e 0,35 mm de diametro (fio
cirdrgico) utilizou-se a concentracdo de 6 cm2/mL e 3 cm#/mL, respectivamente,
e para o polietileno, usado como controle negativo, utilizou-se a concentracao de
0,1 g/mL, sendo o0 meio diluente DMEN-F12 (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION - ISO 10993 - 5, 2009). Com os
valores obtidos, calculo-se a média da porcentagem de viabilidade celular em
relacdo ao controle de células, sendo considerados com potencial citotéxico,
materiais com valores inferiores a 70%. O preparo das amostras foi realizado no
Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT/ZMV) da
FZEA/USP, em Pirassununga — SP.

Linhagem e cultivo celular

Foram utilizadas células da linhagem L929 compostas por fibroblastos de
camundongo (FIROUZE et al., 2014) cultivadas em meio de cultivo DMEN F-12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) contendo 10% de
soro fetal bovino e 1% de solugéo antibidtica (100U/mL de penicilina e 100pg/mL
de estreptomicina).

Para preparar o meio de cultivo, foram utilizados 17,8 ml do meio DMEN
F-12, 2 mL (10%) de soro fetal bovino e 0,2 mL (1%) de solucdo antibiotica,
totalizando 20 mL do meio.

Foram separados 10 mL de meio completo em um tubo Falcon® de 15mL
e 0 criotubo, contendo a linhagem de células L929, foi descongelado a

temperatura ambiente, até que restasse apenas uma pequena quantidade de
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gelo no fundo do mesmo. A suspensao de células foi transferida para o tubo com
0 meio preparado anteriormente, identificado e levado a centrifuga a 2000 rpm
por cinco minutos. Apés este procedimento, o meio foi desprezado e as células
ficaram aderidas ao fundo do Falcon®.

Os 10 mL de meio restantes foram adicionados ao Falcon® que foi entéo
homogeneizado e o conteldo total foi realocado para uma garrafa de 75 cm?,
homogeneizado e levado a estufa (Panasonic® CO:2 incubator, MCO-18ACL,

North America) a 37° C e 5% de COz, por pelo menos 12 horas.

Plagueamento celular

Antes de iniciar o procedimento de plagueamento celular, as solucdes de
PBS (Tampao fosfato-salino ou “Phosphate Buffered Saline”) e de tripsina foram
retiradas da refrigeracéo e descongeladas em banho maria, a 37°C.

Foram preparados 50 mL de meio de cultivo sendo 5 mL de soro fetal
bovino (10%), 500 pL (1%) de solucdo de antibidtico (100U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina) e 44,5 mL do meio DMEN F-12. A solucéo foi
levada ao banho maria a 37°C por, aproximadamente, 10 minutos.

A garrafa de cultivo, anteriormente preparada, foi retirada da estufa e o
meio constante desprezado. Foram adicionados 4 mL de PBS (descongelado
anteriormente) & mesma, homogeneizado e o sobrenadante descartado. Este
processo foi repetido para garantir a retirada de todo o meio anteriormente
presente.

A fim de desprender as células em cultivo do fundo da garrafa, foram
adicionados 2 mL de tripsina a mesma, que foi entdo homogeneizada e levada
a estufa (37°C e 5% de CO2) por, aproximadamente, 10 minutos. Apés o
descolamento das células, foram adicionados 10 mL de meio completo
(preparado anteriormente) a garrafa com a finalidade de inativar a tripsina (que
pode ser toxica as células se em contato por muito tempo). Todo o conteudo foi

entdo transferido para um Falcon® de 15 mL.
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Contagem celular em Camara de Neubauer

O conteudo de 10puL do Falcon® (anteriormente preparado) foi transferido
para um microtubo e acrescentou-se 10 pL de azul de tripan (Invitrogen®,
Califérnia, USA). Esta solucdo foi homogeneizada e 10 puL foram transferidos
para a camara de Neubauer. Foram contados o numero total de células
presentes nos quatro quadrantes externos da camara (superior e inferior
esquerdos e superior e inferior direitos) e a concentracdo de células da amostra
foi calculada seguindo a férmula:

n° células totais X diluicdo X 10* = células/mL

n° quadrantes

Em uma placa de cultivo com 96 pocos de fundo chato (Global Plast,
China), todos os pocos das laterais foram preenchidos com 100 uL de agua
esterilizada (autoclavada) para evitar o ressecamento da mesma durante o
periodo de incubacdo. A segunda coluna da placa, que ndo contém agua, foi
preenchida apenas com meio, o0 restante da placa (da 32 a 112 coluna) foi
preenchida com meio + células, utilizando a diluicdo de 5 x 102 células a cada

100 pL e a placa foi levada a estufa (37°C e 5% de CO2) por 24 horas.

Contato células/amostra

As amostras sob analise (fios de poliamida) foram cortadas, com tamanho
aproximado de 10 mm de comprimento, para que assim ficassem totalmente
submersas pelo meio diluente (DMEN F-12), respeitando a concentracéo
determinada para cada amostra, assim como para o controle negativo
(polietileno) que foi cortado em pequenos blocos de 2 mm x 2 mm x 2 mm (Figura
5). Antes de entrar em contato com 0 meio, as amostras permaneceram por
cerca de 10 minutos sob luz ultravioleta, dentro da cAmara de fluxo continuo,
para eliminar possiveis contaminantes. Estas foram entdo transferidas para
tubos Falcon® de 15 mL, cada qual com seu respectivo meio diluente e levadas
a estufa por 24 horas a 37°C e 5% de COa.
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Figura 5 - Amostras submersas em meio diluente para obtencdo do extrato

Fonte: Prépria autoria

A placa de cultivo, anteriormente colocada na estufa, foi analisada sob
microscoépio invertido de fase (Axio Vert Al, Zeiss, USA) a fim de se verificar a

integridade das células (Figura 6).

Figura 6 - Confirmacéo da integridade celular sob microscopia invertida de fase

Fonte: Prépria autoria
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Apdés comprovada a viabilidade celular, 0 meio presente na placa de
cultivo foi retirado e adicionou-se 100 pL dos extratos preparados anteriormente,
em cada poco correspondente, como descrito a seguir:

- 22 coluna: somente meio de cultivo

- 32 coluna: meio de cultivo + células

- 42 coluna: Polietileno (controle negativo)

- 52 coluna: fio nacional autoclavado

- 62 coluna: fio nacional ndo autoclavado

- 72 coluna: fio importado autoclavado

- 82 coluna: fio importado ndo autoclavado

- 92 coluna: fio cirargico (monofilamento nailon preto)
- 102 coluna: Dimetilsulfoxido (controle positivo)

- 112 coluna: meio de cultivo + células

A placa de cultivo foi entdo colocada em estufa (37°C e 5% de CO2), por
24 horas.

Ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio)

O sal tetrazolium é um substrato de cor amarelada, que é reduzida por
células metabolicamente ativas, produzindo cristais de Formazan insolaveis
(coloracao azul/violeta) no interior das células. Estes cristais sao liberados pelo
rompimento das membranas celulares e dissolvidos para a leitura da densidade
Optica em espectrofotdmetro/leitor de Elisa.

A diluicdo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) utilizada foi de 5mg por
mL de meio DMEM F-12 (0o mesmo utilizado no cultivo celular) em quantidade
suficiente para preencher todas as trés placas utilizadas na analise dos fios.
Apés o preparado da solucdo a mesma foi filtrada e mantida ao abrigo da luz.

Foram pipetados 10 pL da solucdo de MTT em todos 0s pocos, inclusive
o branco (coluna somente com o meio de cultivo). A placa foi entédo
homogeneizada e incubada em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 2 horas.

ApoOs este periodo, o meio foi retirado da placa invertendo-se a mesma
sobre um pedaco de papel (toalha ou higiénico). Este processo foi repetido por

trés vezes para assegurar que todo o meio fosse retirado.
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A cada poco foi adicionado 100 pL de &lcool isopropilico + 0,04 molar de
acido cloridrico (HCI). A placa entédo foi homogeneizada até que todos os cristais
de Formazan (metabolizados pela atividade celular) se dissolvam.

Leitura em espectrofotbmetro

A placa (Figura 7) foi entdo analisada em espectrofotometro (FLUOstar
OPTIMA, bmg labtec, Alemanha) para a obtencdo dos dados de densidade
Optica utilizando absorbéancia em 570 nm. A andlise da absorbancia foi realizada
no Laboratério de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD/ZMV) da
FZEA/USP, em Pirassununga — SP.

Figura 7 - Placa de cultivo pronta para ser lida em espectrofotdmetro. As colunas indicam
os lugares correspondentes de cada amostra analisada, como citado anteriormente.

Fonte: Prépria autoria

Célculo da viabilidade celular

Apés a leitura no espectrofotometro dos valores obtidos de densidade
Optica a 570 nm, as médias das triplicatas e consequentemente a porcentagem
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da viabilidade celular de cada amostra foi calculada utilizando a seguinte

equacao:

Viabilidade [%] =100 X DOamostra/ DOcontrole

Onde: DOamostra = média da densidade éptica de cada amostra analisada
DOcontrole = média da densidade 6ptica do controle (meio + células)

5.7 Andlise por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os fios de poliamida nacional/importado autoclavados (n=1) e néo
autoclavados (n=1) de 0,40, 0,60 e 0,80 mm de diametro foram expostos a feixe
de luz infravermelha, na regido espectral de 4500 a 550 cm, 32 varreduras e
resolucdo de 4 cm™ para determinar quais frequéncias atravessam e quais
frequéncias sédo absorvidas pelas amostras (PerkinElmer, SpectrumOne, USA).
Antes de iniciar a andlise a base da maquina que contém o cristal para a anélise
no infravermelho foi limpa com alcool 70% e papel para evitar interferéncias nos
dados coletados. Essa analise, permite identificar e avaliar se a estrutura da
molécula de poliamida presente no fio sofre, ou ndo, modificacdes na ocasido da
esterilizacéo por autoclave (LEITE; PRADO, 2012). As analises foram realizadas
nas dependéncias da FZEA/USP através do plano de gestao de uso (MEV-EMU)
desta unidade.
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Figura 8 - Amostra de poliamida pronta para ser analisada por espectroscopia no
infravermelho por refletancia total atenuada (ATR).

Fonte: Prépria autoria

5.8 Analise estatistica

BN

Os dados foram submetidos a andlise estatistica empregando-se o
software Statistical Analysis System (SAS 9.4, SAS Institute, USA). Para todas
as analises foram realizadas o teste de pressuposicao (teste de homogeneidade
de variancia e teste de normalidade dos residuos). Os dados foram submetidos
a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste F e pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Quando os pressupostos da analise de variancia nao foram atendidos,
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacao

multipla de Dunn foram aplicados, considerando o nivel de significancia de 5%.
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6. RESULTADOS

6.1 Poliamida e dispositivo para esterilizacéo

O dispositivo de acomodacéao, desenvolvido exclusivamente para este fim,
pronto para ser embalado em papel grau cirdrgico e levado a autoclave, esta
representado na figura 9, a sequir.

Figura 9 - Fio de poliamida acomodado sobre o dispositivo, pronto para ser embalado
em papel grau cirdrgico e levado a autoclave.

Fonte: Prépria autoria

Os resultados obtidos, sem o0 uso do dispositivo de acomodacado, sdo
representados nas figuras 10 e 11, a seqguir.



35

Figura 10 - Fio nacional (A) de 0,40 mm de diametro, (B) 0,60 mm de diametro e (C) 0,80
mm de didmetro, com 10 cm de comprimento, ndo autoclavados (esquerda) e ap6s o processo
de autoclavagem sem o dispositivo (direita).

A

Fonte: Prépria autoria

Nota-se uma reducdo do comprimento, na ordem de 20% para os fios
nacionais de 0,40 mm de diametro e 0,60 mm de diametro e 45% para o fio de
0,80 mm de diametro.
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Figura 11 - Fio importado (A) de 0,40 mm diametro, (B) 0,60 mm de diametro e (C) 0,80
mm de didmetro, com 10 cm de comprimento, ndo autoclavados (esquerda) e ap6s 0 processo
de autoclavagem sem o dispositivo (direita).

A

Fonte: Prépria autoria

A reducdo de comprimento também pode ser observada nos fios
importados autoclavados sem o dispositivo, sendo na ordem de 55% para os fios
de 0,40 mm de diametro e 0,60 mm de diametro e de 50% para o fio de 0,80 mm
de diametro.

A seccéo transversal do fio de poliamida nacional de 0,80 mm de diametro
também foi analisada sob microscopia Optica direta (Zeiss, Axio-Imager A2M,
Germany). Os resultados obtidos antes e ap0s a esterilizagdo em autoclave com

e sem o dispositivo sdo demonstrados, a seguir, nas figuras 12 e 13.
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Figura 12 - Secc¢0es transversais dos fios de poliamida nacional de 0,80 mm de diametro.
(A) autoclavado com o dispositivo e (B) ndo autoclavado. Os valores indicados no centro das
figuras séo referentes ao didmetro do fio em micrémetros. Aumento de 50x.

Fonte: Prof. Dr. Silvio Henrique de Freitas.

Figura 13 - Seccéo transversal do fio de poliamida nacional de 0,80mm de didmetro
autoclavado sem o dispositivo de acomodagdo. Aumento de 50x.

1178,4um

Fonte: Prof. Dr. Silvio Henrique de Freitas.

Os resultados demonstram a manutencdo do didmetro do fio nacional
guando este é autoclavado com o dispositivo de acomodacao e comparado com
o fio nacional ndo autoclavado. Quando o dispositivo ndo é utilizado, grande
aumento de diametro (aproximadamente 46%) é observado, resultado este muito
proximo a porcentagem de reducdo de comprimento demonstrado na figura 10C.
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6.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os resultados obtidos por microscopia eletrébnica de varredura das
seccOes transversais dos fios de poliamida sao apresentados a seguir.

Figura 14 - Secgles transversais dos fios de poliamida importado com 0,40 mm de
didmetro. (A) autoclavado com o dispositivo e, em (B) fios de poliamida importado com 0,40 mm
de didametro, ndo autoclavado. Os valores indicados no centro das figuras sdo referentes ao
didmetro do fio em micrometros. Aumento de 250x.

A

Fonte: Prépria autoria

Figura 15 - Seccdes transversais dos fios de poliamida nacional com 0,40 mm de
didmetro. (A) autoclavado com o dispositivo e (B) ndo autoclavado. Os valores indicados no
centro das figuras sao referentes ao diametro do fio em micrémetros. Aumento de 250x.

A

Fonte: Prépria autoria
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Os fios de poliamida importado e nacional, que foram esterilizados em
autoclave sem o dispositivo de acomodacdo, apresentaram aumento do

diametro como demostrado na figura 16, a seguir.

Figura 16 - Seccdes transversais dos fios de poliamida com 0,40 mm de didmetro. (A) fio
importado autoclavado sem o dispositivo e em (B) fio nacional autoclavado sem o dispositivo. Os
valores indicados no centro das figuras séo referentes ao diametro do fio em micrémetros.
Aumento de 250x.

A

Fonte: Prépria autoria

Os resultados referentes a analise da superficie longitudinal externa dos
fios de poliamida nacional e importado, autoclavados com o dispositivo e ndo
autoclavados, submetidos a microscopia eletronica de varredura, sé&o

apresentados a seguir.
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Figura 17 - Secg0bes longitudinais dos fios de poliamida importado e nacional com 0,40
mm de didmetro. (A) importado ndo autoclavado, (B) importado autoclavado com o dispositivo,
(C) nacional ndo autoclavado e (D) nacional autoclavado com o dispositivo. Aumento de 250x.

Fonte: Prépria autoria

Sob esta anélise podemos notar que nao houve alteracdo (deformacao)
na conformacao fisica dos fios ao longo do eixo longitudinal dos mesmos, apds

0 processo de esterilizacao.

6.3 Espectroscopia no infravermelho

Os resultados obtidos na espectroscopia séo apresentados, a seguir, em
seis gréficos contendo as analises dos fios autoclavados e ndo autoclavados
juntos (nacional e importado) a fim de demostrar de forma mais evidente a

diferenca dentro destes grupos.
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Gréfico 1 - Fio de poliamida importado com 0,40 mm de didmetro, autoclavado e nao
autoclavado submetidos a espectroscopia.

Fio Importado 0,40mm
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Fonte: Prépria autoria

Grafico 2 - Fio de poliamida importado com 0,60 mm de didmetro, autoclavado e néo
autoclavado submetidos & espectroscopia.
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Fonte: Prépria autoria

Gréfico 3 - Fio de poliamida importado com 0,80 mm de didmetro, autoclavado e néo
autoclavado submetidos & espectroscopia.
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Fonte: Prépria autoria
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4 - Fio de poliamida nacional com 0,40 mm de didmetro, autoclavado e n&o

autoclavado submetidos a espectroscopia.
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Fonte: Prépria autoria

Gréfico 5 - Fio de poliamida nacional com 0,60 mm de didmetro, autoclavado e néo
autoclavado submetidos & espectroscopia.
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Fonte: Prépria autoria

Grafico 6 - Fio de poliamida nacional com 0,80 mm de diametro, autoclavado e nao
autoclavado submetidos a espectroscopia.
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Fonte: Prépria autoria
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Por meio da andlise dos graficos e pela comparag¢édo dentro dos grupos
(autoclavado x ndo autoclavado), podemos notar que nao houve alteracdo nos
principais “picos” que representam as moléculas constituintes da poliamida
(nailon). Alteracdes mais evidentes nos valores de transmitancia ocorreram nos
fios de maior diametro (graficos 3 e 6) porém, como observado nos graficos, 0s
“picos” permaneceram com seus valores nas regibes de numero de onda

correspondentes as moléculas caracteristicas do nailon.

6.4 Testes de citotoxicidade

Os resultados obtidos no teste de citotoxicidade indireta, para cada fio
analisado, assim como o controle positivo (DMSO) e negativo (polietileno),
calculados a partir das médias dos valores de absorbancia, estdo demostrados

na figura a sequir.

Figura 18 - Valores de viabilidade celular e erro padrdo, obtidos pela andlise de
citotoxicidade indireta dos fios de poliamida. (CT) Controle; (PE) Polietileno; (NacA) Fio Nacional
Autoclavado; (NacNA) Fio Nacional Nao Autoclavado; (ImA) Fio Importado Autoclavado; (ImMNA)
Fio Importado N&o Autoclavado; (CIR) Fio Cirurgico; (DMSO) Dimetilsulféxido.
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Fonte: Prépria autoria

A figura a seguir demonstra o crescimento e adesao celular a placa, da
linhagem de células utilizadas para o teste de citotoxicidade indireta ap0s 24
horas de contato com os diferentes grupos de extratos testados e imediatamente

antes da adicao da solugcéo de MTT.
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Figura 19 - Crescimento celular de fibroblastos de camundongo L929 utilizados nos
testes de citotoxicidade indireta 24 horas ap0s a exposicao aos extratos testados. (A) Controle
meio + células; (B) Controle negativo Polietileno; (C) Fio nacional autoclavado; (D) Fio nacional
ndo autoclavado; (E) Fio importado autoclavado; (F) Fio importado ndo autoclavado; (G) Fio
cirargico; (H) Controle positivo Dimetilsulféxido - DMSO.

R H

Fonte: Prépria autoria (Axio Vert Al, Zeiss, USA)
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Podemos notar que, nas figuras 19E, 19F e 19H, ndo ha praticamente
adesao de células a placa, diferentemente do que ocorre nas demais figuras
(Figuras 19A, 19B, 19C, 19D e 19H). A adesédo a placa indica crescimento
celular, e é evidenciado pelas proje¢fes citoplasmaticas que dao as células o
formato mais alongado caracteristico.

A andlise estatistica revelou que ndo houve diferenca na comparacéo
entre o grupo controle (CT) com o polietileno (PE), com o fio nacional
autoclavado (NacA), com o fio nacional ndo autoclavado (NacNA) e com o fio
cirtrgico (CIR). J& quando o grupo controle (CT) foi comparado com 0s outros
fios testados, importado autoclavado (ImA), importado ndo autoclavado (ImMNA)
e 0 com o controle positivo (DMSO) houve diferenca estatistica.

Assim, pelos resultados apresentados, podemos considerar que os fios
de poliamida importados, tanto os autoclavados como os nao autoclavado, foram
citotoxicos a linhagem de células testada. Ja para o fio nacional, o processo de
esterilizacdo por calor umido (autoclavagem), aumentou a porcentagem meédia
de viabilidade celular deste quando comparado ao mesmo fio ndo esterilizado
em autoclave, porém sem diferenca estatistica. O fio cirargico foi adicionado ao
teste para melhor base comparativa e apresentou viabilidade celular média

préxima de 70%.

6.5 Ensaios mecanicos

Os resultados obtidos nos ensaios mecanicos destrutivos sob tensédo, dos
fios de poliamida autoclavados e néo autoclavados, nacional e importado que

representam a forca maxima de ruptura, sdo apresentados na tabela 1, a seguir.
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Tabela 1 — Médias e desvio padrdo (+DP) da deformagdo maxima e forca maxima de
ruptura dos grupos importado autoclavado (ImAuto), importado ndo autoclavado (Im), nacional
autoclavado (NacAuto) e nacional ndo autoclavado (Nac)

0,40 mm ImAuto Im NacAuto Nac
Deformagdao max. (mm) 45.73 + 2.36° 34.27 £3.26°¢ 58.96 £ 2.38? 47.14 +1.10°
Forgca max. ruptura (N) 91.86 £ 3.06° 88.28 £ 6.45° 90.22 £ 1.81° 90.90 £ 1.96°
0,60 mm ImAuto Im NacAuto Nac
Deformacgdo max. (mm) 65.64 + 5.32° 53.44 £ 1.35°¢ 71.54 £2.74° 55.25 £ 6.66°
Forgca max. ruptura (N) 206.43 + 8.65° 226.01£2.39° 191.68+1.04° 183.73 £12.99°¢
0,80 mm ImAuto Im NacAuto Nac
Deformagdo max. (mm) 41.06 £ 2.55°¢ 39.77 £ 2.35°¢ 81.99 + 5.49° 63.38 + 0.91°

Forca max. ruptura (N)  250.53 +£25.31° 282.31+27.66° 250.27 +11.02° 271.81 +2.03%

abc Médias seguidas por letras iguais na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>.05)
Fonte: Prépria autoria.

Para o fio nacional, ndo houve diferenca estatistica, quando comparamos
sua forca maxima de ruptura, antes e depois do processo de autoclavagem. Ja
em relacdo a deformacdo podemos notar que, em todos os diametros testados,
o0 aumento foi estatisticamente significante apos o processo de esterilizacédo por
calor umido, ou seja, com o uso de autoclave.

Para a forca maxima de ruptura do fio importado, apenas o de 0,40 mm
de didmetro ndo apresentou diferenca estatisticamente significante, antes e apés