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RESUMO

O presente estudo comparou, por meio do ensaio de flexdo em quatro pontos, a resisténcia de segmentos
de radios de cées autoclavados e desvitalizados em nitrogénio liquido. Avaliaram-se 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 o0ssos foram autoclavados a 121°C, por 20min a
2atm. A desvitalizacdo em nitrogénio foi realizada por meio da imersdo em nitrogénio liquido, por 20min,
seguida de descongelamento a temperatura ambiente, sendo finalizada por imersdo em solugdo de NaCL a
0,9%, por mais 15min. Apos os testes biomecanicos, foram comparadas as varidveis forca maxima,
rigidez, altura méxima a seccao transversa do corpo de prova, deslocamento do baricentro em relagéo ao
eixo x, flecha, tensdo-tragdo, tensdo-compressdo e tensdao maxima. N&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos GN e GCN. Foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos GA e GCA somente na comparacdo da variavel forca maxima. A analise das
varidveis 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
comparacdo entre os deltas (GN menos GCN e GA menos GCA), em que ndo foram observadas
diferengas estatisticas.

Palavras-chave: ensaio de flexdo em quarto pontos, osteossarcoma, cirurgia de preservacdo do membro,
ortopedia

ABSTRACT

The study compared through the four points bending test, the strength of bone segments autoclaved and
devitalized in liquid nitrogen radius segments. 40 radius were used, collected and divided into 4 groups,
as follows: 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. After biomechanical tests the variables compared were
maximum strength, stiffness, maximum hight 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 GA and GCA groups 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) where no statistical differences were
observed was also performed.
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INTRODUCAO

A autoclavagem (Bohm et al, 1998) e a
desvitalizagdo em nitrogénio liquido (Rahman et
al., 2009) sdo alguns dos métodos mais
utilizados para o tratamento do autoenxerto
empregado na cirurgia de preservacdo do
membro ou limb-sparing para tratamento de
osteossarcoma em cdes. Os principios dessa
cirurgia incluem a resseccdo em bloco do tumor
e 0 tratamento dele por meio de técnicas que
utilizam o calor ou o frio para desvitalizar as
células neoplésicas, e, em seguida, esse
segmento é reimplantado e fixado ao 0sso
receptor (Liptak et al., 2006).

Esses métodos de “reciclagem” do osso
neoplasico eliminam as células tumorais,
entretanto podem alterar suas caracteristicas
biomecanicas. Os processos de autoclavagem e
congelamento com nitrogénio liquido sdo
frequentemente  utilizados em  medicina,
principalmente nos paises asiaticos, em que a
orientacdo religiosa ndo permite a utilizacio de
aloenxertos. Ambos apresentam a simplicidade, a
praticidade e a disponibilidade imediata dos
autoenxertos (Yamamoto et al., 2003; Hayashi et
al., 2005; Tsuchiya et al., 2010), contudo o
potencial osteoindutor e a matriz organica do
autoenxerto sdo perdidos quando o o0sso é
submetido a temperaturas superiores a 60°C
(Yamamoto et al., 2003; Hayashi et al., 2005). J&
0 emprego do nitrogénio liquido preserva a
resisténcia  biomecdnica e mantém  as
propriedades osteoindutivas e osteocondutivas,
além de permitir a reutilizagdo de tecidos moles,
como tenddes e ligamentos (Sakayama et al.,
2006; Rahman et al., 2009; Tanzawa et al.,
2009).

O  presente  trabalho  visa  comparar
biomecanicamente, por meio do ensaio de flexdo
de quatro pontos, a resisténcia de segmentos de
radios caninos, tratados com os métodos de
autoclavagem e desvitalizacdo em nitrogénio
liquido, apds selecdo das amostras mediante
densitometria dptica. A hipétese do trabalho é
que os corpos de prova desvitalizados em
nitrogénio liquido serdo mais resistentes a flexdo
em quatro pontos do que os autoclavados.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido apds avaliagdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FMVZ-USP, sob protocolo n° 2795/2012. Foram
utilizados 20 cadaveres de cédes provenientes do
HOVET-FMVZ/USP, cujo O6bito ndo esteve
vinculado ao trabalho. Destes, foram coletados
40 radios.

Como critérios de inclusdo, foram estabelecidos
cdes com ou sem raca definida, com massa
corporal acima de 20kg, machos ou fémeas, com
idade superior a um ano e sem alteragGes
ortopedicas (traumaticas ou neoplasicas) em
membros toracicos. Ja os critérios de excluséo
foram cdes que apresentassem afecgdes
ortopedicas macroscOpicas (trauméticas ou
neoplasicas) envolvendo os membros tordcicos
ou alterac@es radiogréficas no radio.

Este estudo foi realizado de forma prospectiva,
comparativa e randomizada. 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 a ele. Cada par de radios
pertencia a um tratamento, sendo um lado tratado
e o contralateral o seu controle. Obtiveram-se
quatro grupos, cada um composto por 10 radios:
grupo autoclave (GA), grupo controle autoclave
(GCA), grupo nitrogénio (GN) e grupo controle
nitrogénio (GCN).

Os rédios foram coletados em até trés horas apds
0 6bito dos animais. Realizou-se desarticulagdo
Umero-rédio-ulnar e carpo-radio-ulnar. Em
seguida, foi feita separagdo do radio e da ulna e
remocdo dos tecidos moles. Foi realizada
mensuracdo do comprimento total do radio e,
logo apo6s, calculou-se a diferenca entre esse
comprimento e 12 centimetros (cm). O resultado
foi dividido por dois, e o valor obtido em cm foi
0 comprimento 6sseo removido de cada epifise
com a finalidade de preparar o segmento
diafisario de 12cm.

Os corpos de prova do GA foram embalados em
papel grau cirdrgico (Cipamed, Brasil) e, durante
a autoclavagem, foram submetidos & temperatura
de 121°C por 20 minutos e a pressdo de duas
atmosferas (atm) (Sercom, Brasil).
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A desvitalizacdo em nitrogénio liquido consistiu
em submergir os segmentos 6sseos do GN em
nitrogénio liquido por 20 minutos (min). Apos,
eles passaram pelo processo de descongelamento
em temperatura ambiente por 15 min e, em
seguida, foram submersos em solugdo de NaCl a
0,9% também a temperatura ambiente, por mais
15 min.

Todos os corpos de prova foram radiografados
com tecnologia computadorizada (Ray Tec,
Modelo RT 500/125, Brasil); o regime utilizado
foi de 100mA e 45kV, foco grosso e tempo de
exposicdo de 2mAs. O exame foi realizado
diretamente sobre a mesa, com o corpo de prova
posicionado diretamente sobre o cassete. As
radiografias foram realizadas nas proje¢des ML e
CrCa. Junto ao cassete e paralelamente ao eixo
maior do osso radiografado, foi fixado
penetrdometro de aluminio, usado como
referéncia densitométrica (Louzada et al., 1998).
A escala de referéncia era constituida de 20
degraus; o primeiro degrau com 1 milimetro
(mm) de espessura, variando a seguir de 1 em
1mm até o vigésimo degrau.

A densitometria Optica radiografica foi realizada
da seguinte maneira: as imagens radiograficas
foram analisadas em computador, com auxilio do
programa ImageJ 1.47t°%, a partir do qual foi
determinada a densidade Optica Ossea em
milimetros de aluminio (mmAl). As regides de
interesse para avaliagdo foram a diafisaria média
e as metafisarias proximal e distal dos radios.
Esses trés pontos foram analisados dentro de um
segmento de 12cm.

As imagens foram salvas em formato JPEG para
0 processamento no software. Com a ferramenta
de selegdo de “ponto” do programa, selecionou-
se um ponto na &rea central de cada degrau da
escala de aluminio e foi aferida a sua tonalidade
média de cinzas, que poderia variar de zero
(totalmente negro) a 235 (totalmente branco). A
sequéncia de medidas seguiu do primeiro degrau,
mais fino (menos radiopaco), para o 20° mais
espesso (mais radiopaco). Esses valores foram
armazenados sob a forma de tabelas para cada
imagem analisada, a fim de que cada uma tivesse
a sua propria escala padrdo, evitando a utilizacdo
de uma escala Unica para todas as imagens.
Posteriormente, a ferramenta de selecdo de area
“ponto” foi utilizada para selecionar as regides
diafisaria e metafisaria de cada imagem
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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
informagBes de suas respectivas escalas de
aluminio, para, entdo, serem convertidos a
unidade de mmAl, mediante a utilizacdo da
funcdo “tendéncia” do software Microsoft Office
Excel 2013® (Selim, 2013).

A comparacdo 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
(Kratos®, modelo KE 3000, Brasil), utilizando-se
célula de carga de 3000kgf (quilograma-forca) e
velocidade de deslocamento de 5mm/min. Os
pardmetros de seguranca definidos na méaquina
de ensaio foram: carga maxima prevista 3433,5N
(350 kgf), deslocamento maximo previsto de
16mm, pré-carga de 1% da carga maxima
prevista (34,3N) e término do ensaio caso a carga
de ruptura ultrapasse 70% da carga maxima
prevista. Foi utilizado um dispositivo para ensaio
de flexdo em quatro pontos. Ele era composto
por dois cutelos superiores presos a celula de
carga (parte movel da maquina de ensaios) e por
dois cutelos inferiores presos a base da maquina.
A distancia entre os cutelos era de 25mm. Cada
corpo de prova foi apoiado sobre os cutelos
inferiores, com a sua regido cranial voltada para
cima e com a porcdo proximal a direitado
dispositivo. Para cada par de radios,
primeiramente, foi realizado o ensaio com o
corpo de prova sorteado como controle, seguido
pelo tratado.

Apobs os ensaios de flexdo em quatro pontos, a
porcdo distal dos radios fraturados foi
preservada. Procedeu-se a ostectomia
perpendicular 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,
foram descongeladas a temperatura ambiente, e,
sobre a superficie transversal preparada
anteriormente, foi aplicada uma camada de
primer para metais (Gato Preto, 7 em 1 primer,
Brasil). Apos 24 horas, foi aplicada uma camada
de tinta para tecido (Acrilex, Brasil). Ap6s mais
24 horas, cada osso foi posicionado dentro de um
dispositivo de calibragdo, de forma que a
superficie pintada ficasse no mesmo plano do
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dispositivo. Foi utilizada uma camera fotogréafica
digital (Camera digital Canon Powershot G12,
10 megapixels) para fotografar a superficie do
0sso juntamente com o dispositivo de calibracéo.
O dispositivo de calibracdo consistia em uma
"mesa" com um orificio eliptico em seu centro e
quatro marcadores circulares dispostos nos
quatro cantos do dispositivo.

Foi desenvolvido um programa de computador
na linguagem Delphi 2006 com o intuito de
mensurar automaticamente o momento de inércia
da superficie dssea pintada; o programa sera
chamado de PMI (desenvolvido por César
Augusto Martins Pereira — Laboratério de
Investigacéo Médica do Sistema
Musculoesquelético  (LIM-41), Instituto de
Ortopedia e Traumatologia, Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade
de Sdo Paulo, Brasil). Primeiramente, a
fotografia digital era carregada e o programa
encontrava automaticamente o centro dos quatro
marcadores, depois o0 usuario do programa
escolhia manualmente a regido colorida de
interesse e, ap6s essa etapa, O programa
calculava 0 momento de inércia dos pontos da
imagem com a mesma cor escolhida, utilizando
as distdncias conhecidas entre cada marcador
como referéncia.

Andlise estatistica: os valores de idade foram
avaliados entre os grupos GA e GN, uma vez que
os 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, os 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 dptica
radiografica foram analisados estatisticamente

entre os grupos GN e GCN, GA e GCA, por
meio do teste T pareado, considerando-se
P<0,05. A comparacao entre os grupos GN e GA
foi realizada por meio do teste T ndo pareado,
considerando-se 0 mesmo intervalo de confianca.

Os valores obtidos nos testes biomecénicos e
momento de inércia foram digitados 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 os grupos autoclave (GA) e
controle (GCA) e nitrogénio (GN) e controle
(GCN) pelo teste de Wilcoxon. Para a
comparacdo da variacdo de cada grupo em
relacdo ao seu controle, calcularam-se 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 comparagBes multiplas realizadas. Foi
considerado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Corpos de prova: foram utilizados 40 radios
provenientes de 20 cadaveres de cdes, sendo
quatro fémeas e 16 machos. As médias de idade,
peso e medidas dos 0ssos serdo apresentadas nas
Tab. 3 e 4. Foram encontradas diferengas
estatisticamente  significativas  durante a
comparacdo dos valores das idades entre o0s
grupos GA e GN, sendo P=0,0244. J& a analise
estatistica dos valores referentes aos pesos entre
0s mesmos grupos nao revelou diferengas
estatisticamente significativas, sendo P=0,1851.
Para ambas as andlises, foi utilizado teste T ndo
pareado e P<0,05 (Tab. 1).

Tabela 1. Idade, peso e comprimento total dos grupos, comparando-se GA e GCA e GN e GCN

GA e GCA GN e GCN
Comprimento .
Idade Peso (kg) total do 0ss0 Idade Peso (kg) Comprimento total
(anos) (cm) (anos) do osso (cm)

Média 7,23 28,87 17,22 11,00 34,10 18,41
DP 4,47 7,22 1,80 1,89 9,59 2,37
Minimo 1,30 20,70 15,10 8,00 22,00 12,40
Maximo 13,00 40,00 20,90 14,00 48,00 21,00

Densitometria dptica radiogréfica: ndo 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),
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avaliados pelo teste T ndo pareado. Para os dois
testes, foi considerado intervalo de confianca de
5%.

Teste de flexdo em quatro pontos e momento de
inércia: os dados foram abordados no formato de
tabelas, e as variaveis analisadas foram: forca
maxima (carga aplicada at¢é o limite de
escoamento, medida em kgf), rigidez, Hmax
(altura maxima, a secc¢do transversa do corpo de
prova, medida em mm), Jx (deslocamento do
baricentro em relacdo ao eixo “x”, medida em
mm elevado & quarta poténcia — mm?), flecha
(deslocamento dos atuadores do dispositivo de
quatro pontos durante o ensaio de flexdo, medida
em mm), tensdo-tragdo (tensdo gerada na face
convexa, medida em megapascal — MPa), tensdo-
compressdo (tensdo gerada na face cOncava,
medida em MPa) e tensdo maxima (somatorio da
tensdo-tracdo e da  tensdo-compressdo,
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
comparacdo da variacdo de cada grupo em
relagdo ao seu controle, calcularam-se 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. Ajustaram-se os valores de P pela
técnica de Bonferroni modificada por Finner
devido as comparages multiplas realizadas. Foi
considerado um nivel de significAncia de 5%.
Ndo foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos GCA e GCN em
nenhum dos pardmetros analisados. A Tab. 2
mostra a comparagdo entre os grupos GN e
GCN. Né&o foi encontrada  diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos.

Tabela 2. Comparacéo entre 0s grupos nitrogénio e grupo controle nitrogénio

Grupo nitrogénio

Grupo controle nitrogénio

Variaveis Média Mediana Desvio Padrdo Minimo
Forca méaxima (kgf) 144,48 149,10 55,99 60,60
Rigidez 45,67 43,15 23,79 17,22
Hmax (mm) 6,12 6,32 1,32 4,12
Jx (mm4) 1182,32 1111,37 885,54 255,41
Flecha (mm) 521 5,19 0,47 4,29
Momento (N.mm) 1823,25 1863,75 676,13 757,50
Tensdo-tracédo (Mpa) 10,98 10,64 2,73 7,92
Tensdo-compressdo (Mpa) 11,32 11,25 3,22 7,47
Tensdo maxima (Mpa) 11,68 11,24 2,94 7,92

Méaximo Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo P
237,60 140,76 135,00 52,24 67,80 241,50 0,816
92,70 50,88 47,97 21,63 29,02 102,77 0811
8,20 6,03 6,05 1,33 4,25 854 0811
3073,83 1114,76 1017,12 884,80 217,35 3172,94 0,811
6,07 5,20 5,01 0,79 4,40 6,66 0,957
2970,00 1714,72 1601,25 710,96 847,50 3018,75 0,811
17,28 11,19 11,06 3,27 7,87 16,25 0,980
17,97 11,63 10,23 4,13 6,86 17,27 0,980
17,97 12,05 11,06 3,82 8,12 17,27 0,980

Dados comparados pelo teste de Wilcoxon e ajuste de Bonferroni modificado por Finner para os valores de P

Hméx: altura maxima a secgdo transversa do corpo de prova

Jx: deslocamento do baricentro em relagdo ao eixo "Xx".

Na Tab. 3, encontra-se a comparag¢do entre 0s
grupos GA e GCA. Observa-se diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos na
variavel forca maxima, sendo mais altos o0s
valores no grupo autoclave que no grupo
controle (P=0,044).

Na Tab. 4 é apresentada a comparacao entre 0s
grupos GN e GA. Houve diferenca
estatisticamente significativa para as varidveis
tensdo-tracdo, tensdo—compressdo e tensdo
maxima (P=0,027 para as trés comparages). Os
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valores das trés varidveis foram mais altos no
GA.

A Tab. 5 mostra a comparagéo dos deltas (GN —
GCN versus GA — GCA). Néo houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos e os
seus controles. Por exemplo, a média de
diferenca de nitrogénio menos controle na forga
méaxima foi de 3,72kgf e, no grupo autoclave
menos controle, foi de 15,90. Apesar de parecer
que a diferenca foi maior para o grupo autoclave
com o seu controle, essa diferenga ndo foi
estatisticamente significativa. Da mesma forma,
ndo houve diferenga para o resto das variaveis.
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Tabela 3. Comparacdo entre 0s grupos grupo autoclave e grupo controle autoclave

Grupo autoclave

Grupo controle autoclave

Variaveis Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Méaximo Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo P
Forga maxima (kgf) 14121 151,65 43,66 7050 222,60 12531 132,15 45,68 66,30 213,00 0,044
Rigidez 39,36 37,07 16,43 1859 68,67 4339 46,65 16,38 1809 6547 0,238
Hméx (mm) 513 5,05 0,87 3,94 6,92 4,97 5,02 0,76 3,80 593 0422
Jx (mmd) 570,63 523,42 307,52 18392 111560 53293 521,21 240,37 21528 912,12 0,445
Flecha (mm) 6,20 5,83 173 3,98 9,00 5,27 4,86 1,01 4,26 753 0,290
Momento (N.mm) 1765,13 1895,63 545,80 881,25 278250 170375 174375 508,50 851,25 2662,50 0,079
Tenséo trado (Mpa) 16,41 1534 5,53 918 3045 1445 1417 3,44 923 2203 0,290
Tensao-compressdo (Mpa) 17,24 17,28 4,80 10,16 26,89 15,97 15,88 3,59 10,04 22,95 0,290
Tensdo méaxima (Mpa) 17,87 17,28 5,40 1016 3045 1606 1588 3,50 1004 22,95 0,236

Dados comparados pelo teste de Wilcoxon e ajuste de Bonferroni modificado por Finner para os valores de P

Hméx: altura maxima & secgdo transversa do corpo de prova

Jx: deslocamento do baricentro em relacdo ao eixo "Xx".

Tabela 4. Comparagdo entre 0s grupos grupo nitrogénio e grupo autoclave

Grupo nitrogénio Grupo controle nitrogénio

Variaveis Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo P
Forca maxima (kgf) 144,48 149,10 55,99 60,60 237,60 14121 151,65 43,66 7050 222,60 0,912
RIGIDEZ 4567 4315 23,79 1722 92,70 3936 37,07 16,43 1859 68,67 0,822
Hméx (mm) 6,12 6,32 1,32 4,12 8,20 513 5,05 0,87 3,94 6,92 0,181
Jx (mm4) 1182,32 1111,37 885,54 25541 307383 570,63 52342 307,52 18392 111560 0,161
Flecha (mm) 521 519 0,47 4,29 6,07 6,20 5,83 173 3,98 9,00 0347
Momento (N.mm) 182325 1863,75 676,13 757,50 2970,00 176513 189563 545,80 881,25 278250 0,884
Tenséo-tragdo (Mpa) 1098 10,64 2,73 792 1728 1641 1534 5,53 918 3045 0,027
Tens&o-compresséo (Mpa) 11,32 11,25 3,22 747 17,97 17,24 17,28 4,80 10,16 26,89 0,027
Tenséo maxima (Mpa) 1168 11,24 2,94 792 1797 1787 17,28 5,40 1016 3045 0,027

Dados comparados pelo teste de Mann-Whitney e ajuste de Bonferroni modificado por Finner para os valores de P
Hmax: altura maxima a secgéo transversa do corpo de prova
Jx: deslocamento do baricentro em relac&o ao eixo "X".

Tabela 5. Comparacdo dos deltas com respeito ao seu controle entre 0s grupos grupo nitrogénio e grupo

autoclave
Nitrogénio-controle Autoclave-controle

Variaveis Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo Média Mediana Desvio Padrdo Minimo Maximo P

Forca méxima (kgf) 372 -1,35 19,21 21,90 3600 1590 14,85 8,60 240 30,90 0,732
RIGIDEZ -5,21 -5,72 9,60 -18,16 9,81 -4,03 -6,45 18,92 -30,55 43,16 0,971
Hméx (mm) 0,10 0,13 0,29 -0,34 0,58 0,17 0,03 0,37 -0,23 1,00 0,833
Jx (mm4) 67,56 23,48 132,94 -99,11 327,04 37,70 18,42 118,99 -78,89 328,66 0,773
Flecha (mm) 0,01 -0,11 0,85 -1,12 1,67 0,93 0,04 1,75 -0,73 4,28 0,732
Momento (N.mm) 65,69 15,00 238,22 -273,75 450,00 130,83 146,25 103,90 0,00 303,75 0,732
Tenséo-tracédo (Mpa) -0,20 0,41 1,91 -3,74 1,83 1,82 0,97 3,10 -1,69 8,42 0,732
Tensdo-compressao (Mpa) -0,27 0,48 2,00 -3,75 1,89 1,05 1,26 2,62 -4,49 3,95 0,732
Tensdo méaxima (Mpa) -0,28 0,41 1,99 -3,75 1,83 1,66 1,31 2,93 -2,79 7,50 0,732

Dados comparados pelo teste de Mann-Whitney e ajuste de Bonferroni modificado por Finner para os valores de P
Hmax: altura maxima a secgéo transversa do corpo de prova
Jx: deslocamento do baricentro em relaco ao eixo "x".
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DISCUSSAO

A avaliacdo do status do esqueleto pode ser feita
por meio de medidas de densitometria dssea, as
quais podem auxiliar na instituicdo do
diagndstico de osteopenia bem como na
monitoragdo seriada do 0Sso em resposta a
afecgOes, a intervengdes cirlrgicas e terapéuticas
e em estratégias preventivas relacionadas ao
metabolismo d6sseo (Muramoto et al., 2005). Por
ser um tecido constituido por uma porgao
mineral e outra organica, o 0sso pode ser
avaliado ndo s6 por métodos de imagem, que
guantificam  indiretamente  esse  contelido
mineral, como também por métodos que
envolvam ensaios mecanicos (Louzada et al.,
2006). No presente trabalho, 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 0s
efeitos dos tratamentos a que os corpos de prova
foram submetidos, uma vez que a densitometria
Optica ja havia sido analisada previamente.

A densitometria dptica radiogréafica se mostrou
ferramenta simples, préatica, com valor acessivel,
e foi utilizada como método de comparagéo entre
0s 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 6ssea,
apresentando  correlacdo  positiva, quando
analisaram e estabeleceram valores de densidade
em radios de cdes da raca Poodle, por meio da
densitometria dptica radiografica. Os mesmos
autores encontraram fraca correlagdo entre a
idade e a densidade Optica. No presente estudo,
os valores absolutos, referentes ao peso, foram
maiores nos grupos GN e GCN, porém nao
houve diferenca significativa entre os grupos
GA e GN. A média de idade também foi
maior no grupo nitrogénio, havendo diferenga
estatisticamente significativa entre 0os mesmos
grupos. N&o obstante esses achados, ndo
foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os valores de densitometria,
durante a analise dos grupos GN e GCN, GA e
GCA e GN e GA, o que discorda de Muramoto
et al. (2005) e mostra que houve homogeneidade
entre as amostras com relacdo a densitometria
optica.
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Os grupos GN e GCN (mesmo animal)
apresentaram maiores médias de peso e idade,
apesar de o estudo ser realizado de forma
aleatoria, em que o sorteio do tratamento e do
lado em que a técnica iria ser executada ser feito
antes da coleta das amostras. N&o houve, todavia,
diferencas estatisticamente significativas quanto
a essas variaveis.

Pesquisas semelhantes a este trabalho realizaram
comparagdo da resisténcia Ossea por meio de
testes biomecéanicos de compressdo e tor¢do
(Kéhler et al., 1986; Duarte e Schaeffer, 2000;
Yamamoto et al.,, 2003). No presente estudo,
optou-se pela utilizacdo do teste de flexdo em
quatro pontos, por se tratar de um 0sso longo e
para tentar mimetizar a aplicagdo de forgas 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 razdo para que fosse escolhido o
ensaio de flexdo é que as placas sdo menos
resistentes as forcas de arqueamento e essa forga
¢ predominante em relagdo as de torgdo ou
compressdo no radio canino. Além disso, o teste
de quatro pontos distribui a forca de maneira
uniforme entre os pontos de contato. Os pontos
de falha do corpo de prova tendem a residir ao
longo dessa regido, porém longe dos pontos de
contato, permitindo avaliagdo mais fidedigna
(Draper e Goodship, 2003).

Em dltima andlise, foram feitos os calculos do
momento de inércia nos corpos de prova apos o
ensaio destrutivo de flexdo. Esses valores
permitem compreender e mesmo transferir
parcialmente 0s dados do ensaio, como a
resisténcia real do corpo em qualquer forca
aplicada na forma de arqueamento do radio do
cdo, permitindo supor que, em diferentes regides
de aplicacédo de forca no rédio, a resisténcia final
do osso serd muito semelhante a encontrada no
estudo. Portanto, a pesquisa ligada ndo somente a
resisténcia da forga maxima mas também ao
estudo da area e da geometria do corpo de prova
se mostrou importante a este projeto, pois 0s
osteossarcomas podem afetar diferentes areas do
radio do cdo, principalmente sua regido distal.

A utilizacdo do programa computacional PMI,
desenvolvido especialmente para essa pesquisa,
foi fundamental para facilitar o célculo do
momento de inércia, uma vez que a amostra
utilizada, por motivos éticos, ndo era composta
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de cdes experimentais. Portanto, havia radios de
diferentes conformacdes, dependendo do porte e
da raga dos animais, o que dificultou a
padronizacdo do tipo de calculo dessa variavel,
visto que nem todos os radios, & secgdo
transversa, apresentavam formato eliptico.
Barbosa et al. (2010) e Reis et al. (2011),
contudo, usaram o método do calculo do
momento de inércia para uma elipse oca, visando
a avaliacdo biomecanica de fémures e tibiotarsos
de frango, respectivamente. Tal método foi
possivel, pois esses autores utilizaram uma
amostra homogénea, composta por frangos de
corte, do mesmo lote, com peso e idade
semelhantes, portanto, com conformacéo Ossea
semelhante, o que facilitou o célculo dessa
variavel.

Singh et al. (2010) realizaram analise
histopatolégica e biomecéanica, por meio do teste
de compressdo, de segmentos 6sseos humanos
submetidos aos métodos de esterilizagdo
por 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 0s métodos
terem sido eficazes em relacdo a eliminagdo das
células neoplésicas, as propriedades mecénicas
foram prejudicadas e a diminuicéo 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 isso ndo foi comprovado, sendo essa
técnica adequada para preservagdo  dos
segmentos  0sseos  quanto a0  aspecto
biomecénico, como afirmaram Kohler et al.
(1986). Entretanto, de acordo com Singh et al.
(2010), o calor modifica as propriedades do
colageno presente no tecido ésseo, o que faz com
que essa proteina sofra desnaturagdo a
temperatura de 100°C e ocorra diminuicdo da
resisténcia  biomecénica. A  estrutura do
colageno, contudo, permanece inalterada até a
temperatura de 60°C.

Kohler et al. (1986) avaliaram as propriedades
biomecéanicas, de o0ssos longos de coelhos
autoclavados, por meio do teste de torcdo. Eles
utilizaram os  seguintes  protocolos de
autoclavagem: 110°C por 225min, 121°C por
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20min e 131°C por 2min e observaram
diminuigdo acentuada da resisténcia e da rigidez
nos 0ssos autoclavados a baixas temperaturas e
por tempo prolongado. Além disso, foi observada
diminuicdo do peso dos 0ssos, possivelmente
devido a perda de agua e a desnaturacdo do
colageno. A escolha do protocolo de
autoclavagem foi baseada nos achados de Kohler
et al. (1986) e nos regimes disponiveis na
autoclave do Servico 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. O congelamento foi
realizado em trés imersdes em nitrogénio liquido
de trés minutos, com intervalo de cinco minutos
a temperatura ambiente. Corroborando o0s
autores, igualmente ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre
0os grupos GN e GCN quanto a resisténcia
biomecénica, demonstrando que a desvitalizagao
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 e
5min e liofilizagdo. Eles observaram os corpos
de prova ao microscopio eletrbnico e
encontraram alteracbes na microestrutura das
amostras autoclavadas e liofilizadas. As Gltimas
apresentaram microfraturas e a primeira,
engrossamento das fibras da matriz quando a
autoclavagem  durou 3min, bem como
desnaturacdo da matéria orgénica aos 5min de
autoclavagem. Essa pode ser a razdo da redugdo
da estabilidade biomecénica e da perda da
capacidade osteocondutora. Nao foi realizada
andlise microscépica no presente estudo, contudo
0 aspecto macroscopico dos corpos de prova
autoclavados evidenciava alteracdo em sua
estrutura, ou seja, eles apresentavam aspecto
“ressecado”. Da mesma maneira, apesar de nio
haver diferenca estatistica entre os deltas, o
comportamento “visual” do corpo de prova ao
ensaioc de flexdo denotava perda da
flexibilidade/maior fragilidade em comparagédo
ao grupo nitrogénio. Os segmentos dsseos do
grupo GN sofriam acentuada curvatura, em
sentido craniocaudal, antes da falha, enquanto os
do grupo GA ndo sofriam esse tipo de
deformacdo e respondiam a aplicagdo da carga
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“explodindo” e sofrendo fraturas cominutivas.
Apesar desses resultados, foram observadas,
durante a comparacdo entre os grupos GN e GA,
diferengas estatisticamente significativas, em
relagdo as varidveis tensdo-tracdo, tensdo-
compressdo e tensdo maxima, sendo os valores
superiores para 0 GA, 0 que contraria a hipotese
do estudo. Ndo foi possivel estabelecer uma
justificativa para tais resultados, sugerindo-se
novos estudos com nimero amostral superior.

CONCLUSAO

A comparacdo biomecanica, por meio do ensaio
de flexdo em quatro pontos, de segmentos de
radios caninos submetidos & autoclavagem e a
desvitalizacdo em nitrogénio liquido, n&o
demonstrou diferencas estatisticamente
significativas. Portanto, concluiu-se que ambos
0s métodos podem ser utilizados para o
tratamento de autoenxertos para a cirurgia de
preservacdo do membro, sem prejuizo quanto a
resisténcia biomecénica.
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