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Mecénica e microbiologia de placas produzidas a partir de osso cortical bovino,
conservadas em diferentes meios

Mechanic and microbiology of plates produced from bovine cortical bone, conserved in several means
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a resisténcia
mecanica de placas 6sseas produzidas a partir de osso cortical
bovino, conservadas em diferentes meios, e a eficiéncia desses
meios em inibir o crescimento de microrganismos. Foram
utilizadas 168 placas confeccionadas a partir de tibia bovina
e conservadas em glicerina a 98%, solucéo salina a 150%,
solucdo de aglcar a 300%, liquido de Dakin, congeladas em
N,L a -196°C, ou esterilizadas em Oxido de etileno. Apds
reidratacdo em solugdo de cloreto de sédio a 0,9% por seis
horas, elas foram submetidas a ensaios mecénicos de tracéo,
compressdo, flexdo e torgdo. Foi realizada avaliacédo
microbioldgica das placas anterior e imediatamente apds a
reidratacdo, com ou sem adicdo de enrofloxacina a 0,5%.
N&o se observou diferenga significativa (P<0,01%) da
resisténcia ao ponto de ruptura entre as placas conservadas
nos diferentes meios, congeladas-descongeladas ou
esterilizadas. Micro-organismos foram isolados das placas
conservadas em solugao saturada de sal, agtcar, Dakin ou
congeladas em N,L, anterior e apés a reidratagéo. Entretanto,
apds o uso da solugdo de cloreto de sodio 0,9%, acrescida de
enrofloxacina a 0,5%, ndo foram isolados microrganismos.
Portanto, placas de osso bovino, conservadas em solucédo
saturada de agucar ou sal, glicerina a 98%, solucdo de Dakin,
congeladas em N,L ou esterilizadas em 6xido de etileno
assemelham-se em relagdo a biomecanica e a reidratacéo
com solucdo de cloreto de sédio a 0,9%, acrescida de
enrofloxacina a 0,5%, é eficaz no controle do crescimento
microbiano.

Palavras-chave: implantes, enxertos, biomateriais, meios de
conservacgdo, ensaios mecanicos.

ABSTRACT

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

Key words: implants, grafts, biomaterials, conservation
solutions, mechanical testing.
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INTRODUGAO

A busca de biomateriais alternativos ao
metal para confeccionar implantes cirdrgicos, como 0s
polimeros biodegradaveis, a ceramica e os derivados
do 6leo da mamona, vem ocorrendo devido ao fato de
que alguns metais utilizados na confeccdo de proteses
ortopédicas causem problemas de biocompatibilidade,
osteointegracdo e possuam maodulos de elasticidade
acima do ideal (FISCHER-BRANDIES et al., 1992).
Assim, 0 emprego de materiais produzidos a partir de
0ss0 bovino tem sido proposto na confeccdo de
implantes como pinos, placas e parafusos, por poderem
promover as mesmas fun¢des de um enxerto dsseo, ou
seja, serem osteoindutores e osteocondutores
(STEVENSON, 1998).

Para a conservacao desses biomateriais, tém
sido utilizadas diversas substancias, que, de acordo
com MOTA et al. (2002), devem possuir alto poder
estabilizador, impedindo a total decomposicdo dos
tecidos e o crescimento de micro-organismos, além de
preservar, a0 maximo, a integridade celular e aumentar
a resisténcia dos tecidos a tragao.

Objetivou-se com esse estudo avaliar a
resisténcia mecanica ao ponto de ruptura de placas
produzidas a partir 0sso cortical bovino, conservadas
em glicerina a 98%, solucéo salina a 150%; solugdo de
aclcar a 300%, liquido de Dakin, nitrogénio liquido e
esterilizadas em 6xido de etileno, bem como a eficiéncia
desses meios de conservagdo relacionados ao
crescimento de micro-organismos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para este estudo 168 placas,
produzidas a partir de amostras de tibias bovinas
frescas, da por¢do médio-diafisaria (sentido
longitudinal), oriundas de abatedouro comercial,
coletadas de forma néo asséptica. As placas foram
padronizadas com as seguintes dimensdes: 6,0+0,4cm
de comprimento, 0,6+0,1cm de largura e 0,3+0,1cm de
espessura (Figura 1A). Apos usinagem, foram
higienizadas em uma cuba contendo solug&o de cloreto
de sodio a 0,9% e distribuidas em seis grupos de igual
namero, em que foram conservadas, a saber: 1) Grupo
Sal (GS) (n=28) - em recipiente de vidro estéril, contendo
600mL de solucdo saturada de sal comercial®, na
propor¢do de 1,59 de sal para1,0mL de 4gua destilada;
2) Grupo Aglcar (GA) (n=28) - em recipiente de vidro
estéril, contendo 600mL de solugdo saturada de aglcar
comercial®, na proporcao de 3,0g de aglicar comercial
para 1,0mL de agua destilada; 3) Grupo Glicerina (GG)

(n=28) - em recipiente de vidro estéril, contendo 600mL
de glicerina 98%©; 4) Grupo Dakin (GD) (n=28) - em
recipiente de vidro estéril, contendo 600mL de liquido
de Dakin®; 5) Grupo Nitrogénio Liquido (GN) (n=28) -
em botijdo criogénico, contendo nitrogénio liquido a -
196°C; 6) Grupo Oxido de Etileno (GO) (n=28) -
esterilizadas em éxido de etileno® e conservadas em
temperatura ambiente, em embalagem asséptica.

Apbs o periodo de conservagdo de 45 dias,
as placas foram submetidas a ensaios mecanicos
destrutivos: tracdo, compressao, flexdo e torgdo. Para
cada um dos quatro tipos de ensaios mecanicos,
utilizaram-se seis placas de 0sso bovino (corpos de
prova) de cada grupo, previamente reidratadas por um
periodo de seis horas, conforme descrito por SALBEGO
& RAISER (2006) e AMENDOLA (2007), em solugéo
de cloreto de sodio a 0,9%, na proporcédo de 40mL de
solucdo por placa. Anteriormente a cada ensaio, 0s
corpos de prova foram mensurados em todas as suas
dimenses com auxilio de um paquimetro digital.

Para o0s ensaios biomecanicos, utilizou-se
uma méaquina universal, eletromecénica, digital, com
capacidade de 10T, da marca Pavitest/Contenco, com
sistema computadorizado de aquisicdo, analise e saida
de dados. Nos ensaios, avaliou-se a forca maxima ao
ponto de ruptura, definida como a forga necessaria
para romper totalmente o corpo de prova, expressa em
quilograma-forca (kgf) ou um de seus multiplos. A
leitura dos valores das forcas aplicadas foi realizada
por meio do uso de célula de carga e a determinagéo
das deformacdes realizada pelo deslocamento das
barras do equipamento, as quais foram conectadas por
um sistema de aquisicdo de dados controlados por
computador, o qual permitiu o controle automatizado
do sistema responséavel pela coleta de dados e
derivagdo das propriedades.

Para os ensaios de tragdo, utilizou-se uma
célula de carga de 10T a uma velocidade constante de
Imm min?t. Os corpos de prova foram usinados
seguindo um padrdo normatizado para esse tipo de
ensaio (Figura 1B). As extremidades dos corpos de
prova foram fixadas as garras do equipamento no
sentido longitudinal (Figura 1C). Os ensaios de
compressao foram realizados com uma célula de carga
de 10T e uma velocidade de 0,5mm min, Os corpos de
prova foram serrados, tendo seu comprimento reduzido
para 2,0+0,2cm. As barras de compressdo do
equipamento foram alinhadas para impor carregamento
uniaxial, na tentativa de eliminar os riscos de flambagem
(Figura 1D). Os ensaios de flexdo foram realizados em
trés pontos de apoio com uma célula de carga de 10T a
uma velocidade de 0,5mm min. Os corpos de prova
foram colocados em plano horizontal, sendo apoiados
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em dois pontos sobre um suporte de ferro, acoplado a
barra inferior do equipamento. O terceiro ponto foi
fixado a barra superior do equipamento (Figura 1E). O
ensaio de torcao foi realizado com auxilio de um suporte
de madeira preso a barra inferior da maquina. Esse
suporte era constituido por dois pontos de fixacdo para
encaixe do corpo de prova horizontalmente, sendo um
fixo e outro mével. O mével foi preso a uma polia, fixada
por um barbante e preso a barra superior da méaquina
(Figura 1F). Ao movimentar a barra superior da maquina
de forma ascendente, a polia girava, realizando a rotacdo
no corpo de prova. Utilizou-se para isso uma célula de
carga de 250kg e uma velocidade de 15mm min™.

Para a analise microbioldgica qualitativa,
duas placas dsseas foram removidas de cada meio

conservante, de forma asséptica, no interior de capela
de fluxo laminar. As placas foram lavadas,
sucessivamente, com intervalos de 5 minutos, em trés
tubos tipo Falcon, estéreis, contendo 35mL de solugdo
de cloreto de sddio a 0,9%. Apds a terceira lavagem,
uma placa 6ssea foi colocada em um tubo de ensaio
com tampa contendo tioglicolato e outra em tubo de
ensaio com tampa contendo BHI caldo (Brain Heart
Infusion - Infusdo de cérebro e coragdo). Foram
realizadas leituras a cada seis horas durante 48 horas,
para verificar a auséncia ou presenga de turvagéo dos
meios de crescimento, correspondente a auséncia ou
presenga de micro-organismos, respectivamente. Para
andlise microbioldgica quantitativa, foram removidas,
no interior da capela de fluxo laminar, duas placas 6sseas

para o ensaio de torgéo.

Figura 1 - Placas 6sseas bovina e maquina universal de ensaios, utilizadas para a realizacdo dos
ensaios mecanicos destrutivos. A) Placa de osso bovino; B) Placa de osso usinada
para o ensaio de tragdo; C) Corpo de prova (seta branca), fixado as garras para ser
submetido ao ensaio de tragdo; D) Corpo de prova (seta branca), fixado as garras
para ser submetido ao ensaio de compressdo. Observa-se o suporte de madeira (seta
preta) préximo a placa; E) Corpo de prova (seta branca), posicionado para ser
submetido ao ensaio de flexdo em trés pontos; F) Corpo de prova (seta branca),
acoplado a um suporte de madeira (X), preso a uma polia (seta preta) tracionada
verticalmente por um barbante (Y) fixado a barra superior da maquina de ensaios
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de cada meio conservante, sendo, para cada grupo,
uma acondicionada em recipiente individual de vidro,
estéril, com tampa, contendo 100mL de solugdo de
cloreto de sodio a 0,9% e a outra em solucdo de
antibiético (enrofloxacina a 0,5%®) de igual volume,
as quais haviam permanecido durante seis horas para
reidratacdo. Ap6s, 100 microlitros da solugdo utilizada
para reidratagdo foram espalhados com auxilio de algas
de Drigalsky em quatro placas de Petri, contendo: 1)
BHI Agar e cultivada em aerobiose, em estufa a 37°C;
2) BHI Agar e cultivada em anaerobiose, em estufa a
37°C; 3) Agar Sabouraud e cultivada & temperatura
ambiente; 4) Agar Sabouraud e cultivada em estufa a
37°C. Foram realizadas leituras a cada 24 horas; durante
48 horas nas placas de Petri contendo BHI Agar; e a
cada 24 horas, durante 14 dias, nas placas de Petri
contendo Agar Sabouraud.

Para a andlise estatistica, as varidveis
quantitativas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA). Quando apresentaram significancia nonivel
de 1%, foram realizados os testes de Duncan ou de
Tuckey, conforme a instabilidade da variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se avaliar o ponto de ruptura 6ssea, ao
aplicar o teste de torcdo, ndo se observou diferenca
significativa (P<0,01) entre os grupos (solucdo saturada
de sal, solucdo saturada de agucar, glicerina a 98%,
liquido de Dakin, nitrogénio liquido e esterilizagéo por
oxido de etileno) (Error! Reference source not found.).
Também ndo se encontrou, nNos 0ssos conservados,
nenhum tipo de microfissura, como o relatado por
MELO etal. (1998), ap6s conservarem 0sso de cdo em
glicerina a 98%, e por HAJE et al. (2007), apds
esterilizacdo por 6xido de etileno de parafusos de 0sso
bovino. Esse fato provavelmente ocorreu neste estudo
devido a reidratagdo dos 0ssos antes da avaliagdo
biomecénica, pois, de acordo com SALBEGO &
RAISER (2006), esse procedimento pode fazer com que
0ss0s conservados voltem a apresentar caracteristicas
mecanicas semelhantes as de ossos frescos. Além
disso, a padronizacdo da coleta com relagdo a regido
0Gssea (porcdo médio-diafisaria) contribuiu para diminuir
as diferencas nos parametros 0sseos, como o de
cisalhamento, ja que, segundo COWIN (1989), esse
fator promove influéncia nos ensaios mecanicos, pois
0 0sso € material visco elastico heterogéneo e
anisotropico.

Nos ensaios de compressdo, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos
(P<0,01) (Tabela 1). Esse resultado é diferente do
observado por VOLPON & COSTA (2000), que

relataram maior resisténcia ao teste de compressao de
0sso cortico-esponjoso do homem, esterilizado em
oxido de etileno, quando comparado ao 0sso
conservado sob congelamento em freezer a -14°C.
Também DEL CARLO etal. (2007) relataram que 0ssos
de cées conservados em glicerina apresentam menor
resisténcia a compressdo. Provavelmente, a reidratacdo
pelo tempo de seis horas, recomendada por SALBEGO
& RAISER (2006) e AMENDOLA (2007), antes do
referido teste, tenha proporcionado aos 0ss0s
conservados em ¢xido de etileno e glicerina um
aumento na resisténcia & compressdo, tornando-0s
semelhantes estatisticamente aos demais grupos. Além
disso, o procedimento cauteloso no preparo dos corpos
de prova, juntamente com o alinhamento das barras de
compressdo, como recomendado por GIBSON et al.
(2008), nos momentos dos testes, aumentou a acuracia
axial, pois contribuiu para uma distribuicdo homogénia
da tensdo.

Com relagdo ao teste de flexdo, ndo se
observou neste estudo diferenca entre os grupos
(P<0,01) (Tabela 1), verificando assim grau de rigidez
Ossea semelhante apOs conservagdo nos meios
estudados. Discordando dos achados de HOFMANN
et al. (2003), os quais, ap6s estudarem pinos
confeccionados a partir de ossos corticais de tibias
bovinas e esterilizados com 6xido de etileno,
autoclavagem e radiacdo gama, verificaram que os
tratados com Oxido de etileno apresentaram diminuicdo
no grau de rigidez. O resultado deste estudo ocorreu
provavelmente pelo fato dos meios conservantes
atuarem de forma similar nas propriedades mecanicas
do osso, ou seja, na sua fase mineral, mas
especificamente na agua. Assim, supde-se que a
glicerina a 98%, a solucdo saturada de sal e aglicar, ea
esterilizagdo por éxido de etileno desidrataram 0 0sso,
promovendo assim um efeito protetor nas fibras 6sseas.
Em adicdo, o procedimento de se confeccionar o corpo
de prova no sentido longitudinal de suas fibras,
colaborou para se obter um resultado padronizado.

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

CiénciaRural, v.41, n.4, abr, 2011.
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Tabela 1 - Valores médios (kgf cm?) e desvios padrdo de ossos bovinos conservados em solugdo saturada de sal (GS) e aglcar (GA),
glicerina (GG), Dakin (GD), nitrogénio liquido (GN) e 6xido de etileno (GO), submetidos aos ensaios mecénicos de tragdo,

compressao, flexdo e torgdo.

Tragdo Compressao Flexdo Torcéo
GS 1047,3 + 201,9° 899,9 + 137,3° 21255 +224,8° 875,4 + 114,1°
GA 1304,7+158,8* 954,4 +127,7° 2227,8 £202,0¢ 979,7 + 148,8°
GG 1131,6 + 210,22 1025,3 +169,5" 2142,1+216,8° 819,3 +145,8¢
GD 1062,0 + 368,5° 848,9 + 161,2° 1916,4 +143,5° 891,4 +37,6¢
GN 1144,8 + 65,4° 836,4 +102,1° 2033,1 +154,2°¢ 899,2 +88,5¢
GO 926,2 +£170,0° 846,8 + 121,5° 1940,1+171,0° 839,9 + 154,1¢

Médias e desvio padréo seguidos de letras mintsculas na mesma coluna néo diferem entre si ao nivel de significancia de 1%, pelo teste de

Duncan ou de Tuckey.

Na avaliagdo microbiolégica, verificou-se a
presenga de Staphylococcus sp. nas placas 6sseas
conservadas em solucdo saturada de sal (GS),
anteriormente e ap6s a reidratacdo em solugdo de
cloreto de sddio a 0,9%. Entretanto, ap6s reidrata-las
com solugéo de cloreto de sddio a 0,9%, acrescida de
antibidtico enrofloxacina a 0,5%, ndo se verificou a
presenca desses micro-organismos. Concordando com
o descrito por FREITAS (2006), que ndo observou sinal
de bactérias ou infeccdo apds enxertar periténio bovino,
conservado em solucdo saturada de sal e reidratado
em solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, acrescida de
enrofloxacina, em tenddo calcanear de coelhos. A
presenca de bactérias encontradas nas placas
conservadas em solugdo de sal provavelmente foi
decorrente da contaminagao do 0sso durante a coleta
e principalmente na usinagem.

Na avaliacdo microbioldgica das placas
conservadas em aglcar a 300% (GA), encontrou-se
presenca de fungo anterior e apos a reidratagcdo com
solucdo de cloreto de sodio. Entretanto, ap0s a
reidratacdo com solucdo acrescida de antibiético, ndo
foram observados mais esses micro-organismos.
Entretanto, segundo PRATA et al. (2001), essa solucio
promove 0 aumento da pressdo osmotica do meio,
criando condigdes desfavoraveis a reproducgéo e
crescimento de vérias bactérias, fungos e leveduras. A
presenca de fungo nas placas deste estudo
possivelmente foi decorrente do excesso de manuseio
aplicado sobre elas, anteriormente a sua colocagéo no
meio conservante.

Com relagdo as placas 6sseas conservadas
em glicerina (GG), observou-se presenca de Bacillus
spp. e Coccus spp. antes da reidratacdo. Concordando
com o relatado por RANDI et al. (2002), que
descreveram que a glicerina apresenta propriedade
antisséptica, atuando como bactericida e fungicida,
exceto contra formas esporuladas. Entretanto, apos a

reidratacdo das placas sem antibiético, ndo se notou a
presenca desses micro-organismos. Isso se deveu
provavelmente ao uso da solugéo de cloreto de sddio
a 0,9%, que promoveu a diluicdo da amostra retirada
do meio conservante, juntamente com a baixa
quantidade desse micro-organismo no meio. Nesse
sentido, de acordo com AMENDOLA (2007), a glicerina
diminui de forma significativa a quantidade de micro-
organismos em amostras contaminadas.

As placas 6sseas do grupo Dakin (GD)
apresentaram presenca de Staphylococcus sp. antes e
apos a reidratagdo com solugdo de cloreto de sodio a
0,9% sem antibidtico. O crescimento desse micro-
organismo deveu-se ao fato de os 0ssos terem sido
conversados no Dakin em temperatura ambiente. De
acordo com CUNNINGHAN etal. (1980) e PECORA et
al. (1987), a solugdo de Dakin é bactericida, porém sua
meia-vida é curta quando ela é aquecida a 37°C ou
armazenada em temperatura ambiente, devido ao fato
de ocorrer diminuigdo da concentragdo de cloro no
produto.

Nas placas O6sseas conservadas em
nitrogénio liquido (GN), observou-se a presenca de
Staphylococcus sp. antes e apés a reidratagdo sem
antibiético. Concordando com os achados de SOUZA
et al. (2006) que, ao avaliarem microbiologicamente
sémen de caprinos criopreservados em nitrogénio
liquido, verificaram que na pés-descongelagdo, a
bactéria do género Staphylococcus spp. estava
presente na maioria das amostras. 1sso provavelmente
deveu-se ao fato de a coleta e usinagem das placas
6sseas terem sido realizadas de forma ndo asséptica, e
0 nitrogénio liquido nao ter sido eficiente como meio
bactericida.

As andlises microbiol6gicas antes e ap6s a
reidratacdo dos o0ssos conservados esterilizados em
oxido de etileno (GO) ndo revelaram a presenga de
micro-organismos. Esse resultado deveu-se a eficiéncia
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do processo de esterilizacdo por esse agente, pois, de
acordo com POSSARI (2003), o dxido de etileno causa
alquilacdo de compostos no interior dos micro-
organismos, principalmente a guanina e a adenina,
presente no DNA.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que: ossos de bovinos
conservados nos meios de solucéo saturada de agUcar
e sal, glicerina a 98%, 6xido de etileno, Dakin e
nitrogénio liquido, apds reidratacdo em solugdo de
cloreto de sddio a 0,9% por seis horas, assemelham-se
em relagdo a biomecanica; e a reidratagdo com solugio
de cloreto de sodio a 0,9%, acrescida de enrofloxacina
a0,5%, é eficaz no controle de micro-organismos.
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