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Os implantes Osseos corticais desempenham func¢do basicamente de sustentacdo
mecanica. A exigéncia fundamental para que ocorra a osteointegragdo do enxerto ¢ a
estabilidade, sendo a resisténcia um fator de extrema relevancia. O objetivo do presente
estudo foi comparar a resisténcia compressiva axial de diafises femorais caninas conservadas
em glicerina a 98% ou mel, mantidas por um periodo de 30 dias. Foram formados trés grupos,
cada um contendo 50 amostras. O primeiro grupo apresentou como agente conservante a
glicerina a 98%, o segundo o mel e ainda houve um terceiro grupo onde os ossos foram
coletados a fresco e imediatamente testados. Os ossos foram obtidos de maneira ndo asséptica,
utilizando serra manual e realizou-se a remocdo do peridsteo e medula dssea. Posteriormente
cada implante teve definido seu comprimento, didmetro e espessura de cortical e foi
determinado que o comprimento seria o dobro do didmetro de cada diafise. Os testes
biomecanicos foram realizados em uma prensa de compressao axial, na qual as diafises foram
submetidas até¢ a carga maxima quando houve fissura. Os grupos da glicerina a 98% e mel
foram hidratados por um periodo de seis horas antes do teste compressivo, enquanto que no
grupo de ossos testados a fresco ndo houve hidratagdo. No estudo bacterioldgico, a
contaminagdo foi avaliada usando trés grupos, cada um com 35 amostras de um segmento
femoral. O primeiro grupo foi analisado no momento da coleta e nos grupos da glicerina a
98% e do mel, apds 30 dias de armazenamento. A mesma metodologia foi usada para a
avaliacdo micologica. Os resultados demonstraram que a glicerina a 98% foi mais eficiente na

manuten¢do da resisténcia Ossea e também mais eficiente em eliminar bactérias e fungos.
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The most important function of bone cortical allograft is basically of mechanical
sustentantion. The stability and resistance have an important signification in the success of
bone grafting. The aim of this study was to compare the axial compressive resistance of
canine femoral shafts conserved in 98% glycerin or honey, kept for 30 days. Three groups had
been formed, each one with 50 samples. The first group presented the 98% glycerin as agent,
the second group had the honey as way to conserve and still there was one third group where
the bones had been fresh collected and immediately tested. The bones had been collected
without asseptical care with manual saw and the periosteal layer and bone marrow were
removed. Later, the length, diameter and cortical thickness of each implant were measured
and then was determined that the length would be twice the diameter of each femoral shaft.
The biomechanical evaluation were tested in a press of axial compression, where the shafts
had been submitted until the maximum load, when the first fracture point happened. The
98%glycerin and honey groups were moisturized for six hours before the compressive test
while the fresh bone group received no hydration. In the bacteriologic study, the
contamination was evaluated using three groups, each one with 35 samples of a femoral
segment. The first group was analyzed at the harvest time and in the 98% glycerin and honey
groups, after 30 days of storage. The same methodology was used for the mycological
evaluation. The results showed that the 98% glycerin was more efficient in keeping bone

resistance and also more efficient in eliminating bactaeria and fungi.

Key-words: bone graft; resistance; contamination
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1 INTRODUCAO

Enxertos 0sseos diafisarios sao de extrema importancia para a correcao de grandes
falhas Osseas e varios autores citam formas de preservacdo. O 6xido de etileno foi utilizado
por SCHENA et al. (1984) e a liofilizagdo por JOHNSON et al. (1985) na conservagdo de
ossos. Entretanto alguns autores, como GOLDBERG & STEVENSON (1987), preferiram
utilizar ossos coletados a fresco. Todavia, podem ser citados ainda o congelamento
(DUELAND et al., 1989; KERVIN et al., 1991), tintura de iodo a 2% (PINTO JUNIOR,
1995), glicerina a 98% (COSTA, 1996) e o mel (AMENDOLA, 2001).

Testes biomecanicos tém se tornado cada vez mais comuns para avaliar a performance
da rigidez de ossos. Cargas fisiologicas sdo aplicadas aos implantes para avaliar a sua
estabilidade mecanica (SEDLIN, 1966, KOMANDER, 1976; BUCHARDT et al., 1978;
PELKER et al.,1984; MALININ et al.,, 1989; KANG & KIM, 1993; CONRAD, 1993;

SCHIMIDT et al., 1994; DUARTE & SCHAEFFER, 2000; BECKMANN et al., 2005).

O risco de transmissdo de doencgas infecciosas e de contaminagdo cirurgica para os
pacientes que recebem implantes de tecidos ¢ de grande interesse na formagao de um banco
para estocagem de tecidos. Microorganismos sdo introduzidos durante a coleta,
processamento e estocagem. Condigdes de assepsia fazem com que a possibilidade de
transmissdo de doencas bacterianas, fungicas ou viricas seja praticamente excluida. Portanto,
para minimizar os riscos de transmissdo de doencas, deve-se monitorar rigorosamente todas as
etapas, incluindo-se a cuidadosa sele¢do do doador, o processo de coleta e os meios de
esterilizagdo e/ou conservacdo dos tecidos a serem implantados (DZIEDZIC &
STACHOWICZ, 1997).

Varios autores, como PIGOSSI et al. (1971), DALECK (1992), ALMEIDA (1996),
NETO et al. (2000), OKAMOTO et al. (2000), CONTESINI et al. (2001) e STAINKI et al.
(2001) realizaram experimentos utilizando a glicerina 98% como método ou meio conservante
de diferentes materiais biologicos. Dentre eles citam-se a dura-mater, o peritonio, o
pericardio, a tibia e a cartilagem, mostrando a eficicia de seu uso como meio conservante,
ocorrendo, contudo divergéncia quanto ao tempo de conservacao e a analise bacteriologica.

Embora o mel como conservante de ossos seja pouco utilizado, MSCHIVIDOBADSE
(1978) comentou que utilizou em humanos implantes alogénicos esterilizados através de

formaldeido e conservados em solucao diluida contendo 50% de mel, obtendo resultados



15

satisfatorios, chegando a conclusdo de que essa ¢ uma forma de se obter um banco de ossos de

alta qualidade.

Apoiando-se na evidéncia de que o mel possui propriedades anti-sépticas (EFEM et

al., 1992), ossos tém sido mantidos nesse material por um periodo minimo de 30 dias e

posteriormente implantados em animais, proporcionando resultados satisfatérios, tal como

relataram AMENDOLA (2001), GAIGA (2002) e ALIEVI (2006).

Os objetivos do presente estudo foram:

Comparar biomecanicamente, através de compressdo axial, diafises femorais
conservadas em glicerina ou mel para avaliar qual método permite uma maior
manutencao da resisténcia 0ssea;

Comparar os dois métodos anteriormente citados com ossos colhidos a fresco;
Verificar se o modelo experimental demonstrou ser adequado para esse tipo de
teste biomecanico;

Avaliar bacteriologicamente e micologicamente qual o meio mais eficiente para a

descontaminacdo de ossos colhidos de forma ndo asséptica;



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Implantes 6sseos

Desde a atigliidade existem relatos sobre enxertos e sua origem muitas vezes se
encontra mesclada com episoédios lendarios. Os primeiros individuos a realizarem tal tipo de
transplante seriam Cosme e Damido, nascidos no terceiro século do ano do Nosso Senhor.
Cosme, clinico, e Damido, cirurgido, teriam realizado muitas curas e praticas médicas nao
usuais ao longo dos anos, desagradando o imperador romano Diocleciano, que acabou por
sentencia-los a morte no ano de 287 d.C. Supostamente, no século V, Cosme ¢ Damido teriam
patrocinado um milagre na Basilica de Roma: o administrador sofria muito devido a um
tumor em um membro pélvico e, exausto, adormeceu durante suas oracdes. Sao Cosme e Sao
Damido apareceram-lhe em sonho, removeram o membro doente e o substituiram pelo o de
um homem que havia falecido no mesmo dia. Os relatos afirmam que tal cidaddo havia
acordado completamente sanado. Essa suposta operagdo milagrosa foi incorporada a tradigao
Catolica e retratada por artistas tais como Fra Angelico, podendo suas pinturas ser observadas
no Museu de Sdo Marco em Florenga (MANKIN et al., 1983).

Em 1688 um cirurgido holandés, Job van Meekeren, descreveu um procedimento em
que transplantou com sucesso um fragmento de cranio canino para a abdbada craniana de um
soldado que servia ao exército que atualmente protege o territorio russo. Isso ndo foi praticado
sem algumas preocupacdes ¢Eticas e conseqiiéncias morais. O paciente, posteriormente,
solicitou que o enxerto fosse removido, visto que o procedimento resultou em sua
excomunhdo da Igreja Catolica. Na segunda intervencdo o referido militar veio a &bito
(WEIGEL, 1993). O mesmo autor relatou que o auto-enxerto experimental de ossos em
coelhos e caes foi conduzido primeiramente pelo francés Ollier, em 1867 e que o primeiro
manual cirirgico sobre enxerto 6sseo, de autoria de F.H. Albee, foi publicado nos Estados
Unidos, em 1915.

A partir da segunda metade do século XIX houve um incremento no interesse sobre o
potencial bioldgico dos 0ssos e periosteo, sendo que através de uma intervengdo cirirgica em
1881, Macewen obteve a reconstrucdo da diafise umeral de uma crianga utilizando enxerto
6sseo (FRIEDELANDER, 1987).

Enxertos e implantes dsseos sdo amplamente utilizados em humanos e animais para

corrigir falhas dsseas que ndo seriam passiveis de sintese mediante simples aproximagao dos
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segmentos afetados. A diferenca entre os dois termos estd no fato de que enxertos sao
praticados com material viavel ou vivo, enquanto que implante esta relacionado com tecido
ndo vivo ou ainda com material nao bioldgico (STEVENSON, 1998).

Fraturas de ossos em membros locomotores sdo freqiientes em pequenos animais.
Fraturas cominutivas ou multifragmentares s3o os traumatismos que apresentam maior
dificuldade de tratamento. Em geral, a osteossintese nesses casos ndo apresenta boa evolugdo
pos-operatoria. No entanto, a enxertia 6ssea na ortopedia veterinaria tem sido uma alternativa
segura e de eleicdo na reposicdo de perdas e falhas 6sseas (REYNOLDS et al., 1951). Para
isso torna-se necessario que os implantes homoélogos sejam previamente retirados do animal
doador e preservados em meio adequado (PINTO JUNIOR, 1990).

Tradicionalmente os cirurgides veterindrios preferem o uso de ossos autdogenos devido
a superior capacidade osteogénica, facilidade de incorporagdo, e auséncia de problemas
imunologicos (ALEXANDRE, 1983). Os enxertos tubulares (cilindro completo) estdo
indicados para: fraturas diafisarias multiplas ou cominutivas graves que nao se prestam para a
reconstituicdo anatdmica; perdas de segmentos Osseos; para a reposicdo de segmentos
removidos através de cirurgias, (neoplasias); reconstituicdo de ndo unido Ossea
(PEIRMATTEI & FLO, 1999). AMENDOLA (2001) descreveu em um trabalho experimental
que em cirurgias ortopédicas muitas vezes ¢ impossivel reparar o tecido 6sseo devido a
grandes perdas 0sseas e para isso 0os implantes sdo extremamente importantes.

Alguns autores atribuiram algumas desvantagens em se utilizar enxerto aldégeno a
fresco. JOHNSON & STEIN (1988), utilizando ossos submetidos ao 6xido de etileno, citaram
que o enxerto 06sseo conservado ¢ superior ao enxerto dsseo cortical recentemente colhido,
uma vez que este Ultimo ¢ muito imunogénico, necessita de duas equipes cirurgicas, dois
procedimentos cirargicos simultaneos, implica no sacrificio de um doador a cada enxertia e
acrescentou ainda a dificuldade de se obter doador saudavel de porte compativel com o do
receptor.

Porém, ha uma série de fatores limitantes na obtencao dos implantes dsseos. Devido a
grande variagdo dos tamanhos dos esqueletos dos animais, as possibilidades de se encontrar
um doador que seja compativel com a conformacdo fisica do animal receptor diminui
consideravelmente (PINTO JUNIOR, 1990; 1995). Também ¢é dificil obter ossos de cies
doadores imediatamente para a cirurgia de enxertia, pois ¢ necessdria a remog¢do total de
peridsteo e restos teciduais aderidos ao osso para que ndo haja rejeicdo ao implante,

procedimento que atrasaria consideravelmente o inicio da cirurgia. Além disso, € preciso que
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o método de preservagao seja viavel, de facil utilizacdo, baixo custo e que seja acessivel a
clinicas e ambulatorios cirurgicos de pequenos animais (ROE et al., 1988).

WEIGEL (1993) comentou que ossos conservados apresentam vantagens em relagao
ao material colhido a fresco, pois existe uma possibilidade menor de rejei¢do por parte do
receptor, além de poder haver a formagao de um banco de ossos.

Os aloenxertos 6sseos corticais sdo biodegraddveis e comumente usados no tratamento
de fraturas em mamiferos. Os enxertos podem ser conservados, resultando em morte celular,
sendo que eles funcionam principalmente como ocupantes de espago e suporte para
crescimento de 0sso novo do hospedeiro. Os varios meios e métodos de conservagado de 0ssos
corticais visam diminuir a antigenicidade das células do doador a serem implantadas no
hospedeiro, além de manter um estoque acessivel de osso disponivel (STEVENSON, 1998).

Quanto a métodos de conservagdo de implantes dsseos, numerosas sdo as alternativas
propostas, sendo citados a glicerina por PIGOSSI (1967), tintura de iodo a 2% por PINTO
JUNIOR (1995) e o mel, por ALIEVI (2006), para conservar osso cortical alégeno em cies
em falhas dsseas de fémur.

DEL CARLO et al. (1999), usando aloenxertos dsseos caninos, compararam diferentes
métodos de conservacdo: ossos autoclavados; glicerina; solucdo de tiomersal 1:1000;
cefalosporina a 0,5% diluida em soro fisiologico e mantida no congelador a —16°C € 0ssos
mantidos em refrigeragdo a 4° C. Os autores concluiram que o melhor resultado obtido foi

através da conservagdo 6ssea em solugdo fisiologica com cefalosporina em -16°C.

2.2 Comportamento biomecénico dsseo

De acordo com HULSE & HYMAN (1998), as quatro forgas fisiologicas primarias
que podem ser aferidas sobre o 0sso sdo a compressao axial, a tensdo axial, o envergamento
(flexdo) e a tor¢do. Cada uma destas forgas, isoladamente ou em conjunto, resulta em um
padrao complexo de pressdes e deformagdes internas no ambito do osso.

Fatores importantes na génese de fraturas sdo a magnitude, a duragdo e a dire¢do das
forcas atuando no 0sso. As forgas podem ser de tragdo ou compressao, neste caso chamado de
forcas axiais, pois sdo paralelas ao eixo longitudinal do osso. Estes esforgcos provocam
encurtamento ou alongamento 6sseos. Nos esforcos de tor¢do, a deformagdo angular provoca
forcas de cisalhamento, cuja tensdo maxima ocorre no ponto mais distante do centro do eixo
maior do 0sso, ou seja, na superficie cortical. Observando uma secgao transversal do osso, as

forcas de reagdo no mesmo, quando submetido a tor¢do, t€m o sentido oposto ao da forga de
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torque aplicada. Contudo, quando se tem um defeito 0sseo e este ¢ submetido a tensao
torsional, o sentido da tensdo no osso ¢ o mesmo da forga externa aplicada na por¢ao central
de sua sec¢do transversal. Neste caso, somente a superficie da regido cortical do osso estd
resistindo a tensdo imposta (BURSTEIN et al., 1972).

Quando um osso for submetido a uma carga de compressdo, sofre uma deformacao,
que se divide em dois momentos. No primeiro, se for retirada a for¢ca deformadora, o osso
retornard a sua forma inicial; ¢ chamada deformacdo eldstica. Num segundo momento, se
maior estresse ou esforgo for aplicado ao material, seu poder de retornar a forma original sera
excedido, e a isso se denomina deformagdo plastica. O ponto que delimita a divisdo entre a
deformacao elastica da plastica ¢ chamado de ponto de cessao ou limite de proporcionalidade
(HARKESS et al., 1993).

O osso cortical diafisario ¢ um material composto basicamente por hidroxiapatita, uma
ceramica de alta resisténcia, que lhe confere principalmente rigidez, e por uma matriz
basicamente composta por colageno, uma proteina responsavel por suas propriedades elasticas
e plasticas. Sua estrutura ndo homogeénea, a existéncia de trabeculados 6sseos com arquitetura
bem definida (alinhamento principal) e a interposicdo de fluidos conferem ao mesmo
caracteristicas de anisotropia e de viscoelasticidade. Apresenta, in Vvivo, processo de
cicatrizagao e remodelacdo continuas, regulados por mecanismos complexos, inclusive por
efeitos piezelétricos (MEARS, 1979). CAMARGO et al. (2002) comentaram que estas
caracteristicas fazem com que o 0sso apresente uma resisténcia adaptada as tensdes pontuais,
variaveis ao longo do tempo (idade, por exemplo), posi¢do (localizagdo anatdmica) e as
solicitagdes externas (freqiiéncia e intensidade de forcas e nivel de atividade).

Os ensaios mecanicos tém a finalidade de determinar as propriedades estruturais de
diferentes tipos de materiais. Basicamente existem dois tipos de ensaios, que sdo o0s
destrutivos e os ndo-destrutivos. O primeiro promove a ruptura ou inutilizagdo do material e
nessa categoria estdo incluidos os testes de tra¢do, impacto, tor¢do, compressao, flexao e
fadiga. Nos ensaios ndo destrutivos estdo incluidos os testes de ultra-som, magnoflux, raios-X
e outros que podem determinar as propriedades fisicas ou mecanicas do material analisado
(SOUZA, 1974).

O tipo de ensaio biomecanico empregado depende do tipo de material testado, da
finalidade a que se destina, do tipo de esforcos a que serd submetido e das propriedades
mecanicas a serem medidas. Para a analise de enxertos 0sseos o principal teste a ser realizado

¢ o de compressao axial (CASTANIA, 2002).
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AN & DRAUGHN (2004) relataram diferentes métodos de avaliacdo biomecanica de
0ssos. Podem ser citados a medigao da dureza 6ssea por meio de osteopenetrometro, testes de
microdureza, andlise de propriedades viscoeldsticas, ultra-som, scanner acustico, simulacao
computadorizada e identagdo, além de diversos outros tipos de estudos.

Baseando-se no fato de que a maioria dos métodos de conservacdo exercem efeito
deletério sobre a resisténcia 6ssea (DEL CARLO et al., 1999), varios testes biomecanicos tém
sido realizados em ossos visando analisar suas caracteristicas estruturais, tal como estudaram
CORNU et al. (2003) e BALL et al. (2004).

Pesquisas sobre as propriedades dos ossos longos dos caes devem ser feitas para
melhor entender as forcas e os movimentos que o esqueleto apendicular deve resistir. Este
tipo de estudo pode permitir aos cirurgides substanciais avangos no restabelecimento de
fraturas e aumentar o seu entendimento do remodelamento 6sseo e da ocorréncia de fratura
com relagdo ao exercicio e o trauma (MARKEL, 1994).

Diversas sdo as variaveis que irdo proporcionar ou nao o sucesso de um implante
Osseo. Entre elas estdo a capacidade osteoindutora e osteocondutora, o grau de antigenicidade
e a contaminacdo do material implantado. Entretanto WEIGEL (1993) cita que um fator
imprescindivel para uma boa implantagdo ¢ a rigidez na fixacdo entre leito doador e leito
receptor, fato impossivel quando realizado com ossos de baixa resisténcia mecanica.

WEIGEL (1993) comentou que a liofilizagdo exerce efeito deletério significativo
sobre a resisténcia 0ssea no que diz respeito a tor¢do e ao encurvamento, sendo indicado
apenas para enxertos trabeculares, coticotrabeculares ou ainda corticais de pequenas
dimensoes.

Recorrer a banco de ossos tem sido cada vez mais necessario nos ultimos anos em
virtude do aumento do numero de cirurgias como: tumores Osseos, artrodeses de coluna,
revisdes de artroplastia total de quadril e traumatismos com perda 6ssea. Tem-se tentado criar
alternativas de enxerto dsseo, como o uso de osso liofilizado, tanto bovino quanto humano. Os
processos de liofilizagdo e o tempo de reidratagdo do osso antes de sua utilizacdo
transoperatoria tém sido implicados na alteragdo das propriedades biomecanicas do 0sso.
Desse modo, MACEDO et al. (1999) realizaram um trabalho que comparou a resisténcia a
compressao in Vitro do osso bovino congelado e do osso bovino liofilizado reidratado.
Utilizaram-se cilindros de 10 x 8mm provenientes de condilos femorais bovinos, que foram
testados em uma maquina de compressdo automatizada. Nao foi encontrada diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos estudados e também ndo houve diferenca de

resisténcia entre ossos hidratados e ndo hidratados.
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A andlise da resisténcia de ossos conservados para a utilizagao futura em implante ¢ de
extrema importancia, ja que esse material deve proporcionar adequado suporte estrutural.
COSTA (1996) citou que os ossos conservados em glicerina tornam-se mais frageis e
quebradicos, porém a diminui¢do da resisténcia ¢ um problema encontrado em todos os
métodos de conservacdo. DEL CARLO et al. (1999) relataram que os o0ssos conservados por
meio da glicerina e autoclavados sofreram decréscimo da resisténcia devido a desidratagdo e
desnaturacdo protéica, respectivamente.

MARX et al. (1998) comentaram que na implantologia oral apresenta-se como
condi¢do fundamental a necessidade de uma quantidade suficiente de osso saudavel no local
receptor, tanto em altura quanto em largura A partir dos avangos tecnoldgicos ocorridos no
diagndstico por imagem, principalmente com a introdu¢do da tomografia computadorizada
(TC), tem sido alcangada uma avaliagdo mais precisa e segura da quantidade, da qualidade e
da densidade Ossea presentes para a reabilitacdo dentofacial com implantes dentarios. A
capacidade tridimensional da TC permite também avaliar os resultados de cirurgias de
elevagdo do assoalho do seio maxilar, identificando inclusive a invaginagao dos tecidos moles
nos locais de enxerto e diagnosticando doengas sinusais (GARG, 1999).

BALL et al. (2004) citaram que implantes osteocondrais utilizados em humanos
geralmente sdo coletados e mantidos em solugdo de Ringer lactato em temperatura de 4°C
durante um periodo de dois a cinco dias. Em uma andlise biomecanica, foi verificado que se
estes implantes tiverem um prazo de armazenamento estendido por duas semanas suas
propriedades estruturais serdo mantidas, ndo havendo efeito deletério na resisténcia do
material bioldgico.

LI et al. (2004) utilizaram aloimplantes 6sseos congelados nas faces laterais dos
fémures de 50 coelhos da raga Nova Zelandia. Estes animais foram avaliados durante duas,
quatro, oito, 16 e 24 semanas ap0s o ato cirurgico e verificou-se que até a 16* semana a
resisténcia 0ssea havia declinado a um nivel de 38% de seu estado original. A partir deste
periodo o osso transplantado progressivamente readquiria sua resisténcia a medida que o leito
doador ia sendo substituido pelo receptor.

Um estudo composto por dez cadaveres suinos foi realizado por KOH et al. (2004),
visando avaliar o comportamento biomecanico de implantes osteocondrais colocados em
membros pélvicos e submetidos a sete diferentes métodos de fixacdo. Foi utilizada uma
prensa calibrada para gerar 80 N de carga e como resultado final foi possivel verificar que,
quanto maior o grau de incongruéncia que se apresentar na articulagdo, maior serdo as forcas

vetoriais que irdo comprometer a futura deambulagao.
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MELLO & GOMIDE (2005) realizaram um estudo que investigou os efeitos do flaor
suplementar sobre as caracteristicas dos ossos de ratas ovariectomizadas utilizadas como
modelo de osteoporose experimental, por meio da correlagdo entre os parametros
biomecanicos e as propriedades fisicas e quimicas desses 0ssos. No inicio do experimento, 78
ratas Wistar, com quatro meses de idade, foram divididas em oito grupos: grupo basal, que
gerou o0s parametros iniciais do experimento; grupo I, formado por ratas ndo
ovariectomizadas; e os grupos II a VII, constituidos por ratas ovariectomizadas submetidas a
dosagens de fluoreto de soédio (NaF) de 0, 20, 40, 60, 80 e 100mg/L em solucdo,
respectivamente, durante dois meses. Os resultados demonstraram que a ovariectomia
promoveu osteopenia, observada pelos parametros morfométricos, fisicos e quimicos,
provocando menor resisténcia biomecanica dos fémures submetidos ao ensaio de flexdo. Os
0ssos das ratas que ingeriram 40mg de fluor demonstraram melhores caracteristicas fisicas,
bioquimicas e biomecanicas do que os das ratas submetidas a ooforectomia sem tratamento e
os das nao submetidas a ooforectomia. Desse modo, foi concluido que, além de promover
uma prote¢do contra a perda dssea induzida pela deficiéncia de estrogenos causada pela
castracdo, o fluor melhorou a qualidade 6ssea, demonstrada pelos resultados biomecanicos
aumentados em relagdo ao grupo ndo ovariectomizado.

NAM et al. (2004) realizaram um experimento com 17 coelhos em que foram
utilizados enxertos osteocondrais na articulagdo do joelho. O objetivo foi avaliar, através de
impacta¢do, o grau de resisténcia destes materiais cirurgicamente colocados em duas etapas
(seis ou 12 semanas). Foi verificado que a resisténcia das articulagdes coletadas apos
eutanasia, em 12 semanas, era maior do que aquelas coletadas em seis semanas,
demonstrando que houve perda de propriedades estruturais do osso e cartilagem implantados
em um periodo breve, porém com o passar do tempo novamente houve acréscimo de
resisténcia. Os autores concluiram que este procedimento ¢ apto para ser utilizado na pratica
cirurgica.

CUNHA (1998) estudou as propriedades biomecanicas do tecido 6sseo cortico-
esponjoso metafisdrio do dorso do radio-distal, comparando-as com as do tecido Osseo
cortico-esponjoso da crista iliaca e da superficie volar do escafdide. As amostras foram
testadas por compressdo axial, até a faléncia. Apds andlise das resisténcias maximas da
elasticidade e das deformacdes, foi observada uma diferenca significativamente menor entre
os enxertos do dorso do radio-distal e da crista iliaca, quando comparados a superficie volar

do escafdide quanto a resisténcia maxima limite de elasticidade.
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Os implantes, utilizados atualmente em ortopedia e ortodontia, apresentam inumeros
inconvenientes, dentre os quais se destaca a rejeicao biologica que provoca a reducdo do
desempenho biomecénico na regido de tratamento. Uma alternativa para este problema seria a
utilizagdo de um material para estes implantes que atue como elemento estrutural durante o
periodo de cura e que seja posteriormente absorvido pelo organismo, evitando assim a
necessidade de sua remocao. BENTO (2003) realizou um estudo onde foi investigado o
comportamento biomecanico de parafusos de osso cortical bovino liofilizado, implantados na
diafise femoral de coelhos, através de andlise experimental e numérica em trés grupos de
fémures: com implante de osso, com implante de titanio e sem implante. Na analise
experimental, os fémures foram submetidos ao ensaio mecanico destrutivo de flexao por
quatro pontos. A simulacdo computacional dos ensaios foi realizada através de modelos de
elementos finitos de modo tridimensional para cada grupo, para a verificacdo das tensdes e
deformagdes induzidas nos implantes e regido proxima a este, em funcdo da condi¢do de
osteointegracdo. Os resultados obtidos demonstram que os implantes de osso cortical bovino
liofilizado apresentam requisitos biomecanicos satisfatorios.

URBAN et al. (2004) realizaram testes mecanicos compressivos em um novo tipo de
material utilizado em ortopedia, que se chama sulfato de calcio modificado. O material foi
implantado em fé€mures caninos e posteriormente coletados. Os resultados encontrados
demonstraram que este material € trés vezes mais resistente do que o sulfato de calcio comum,
além de apresentar 6timas caracteristicas de biocompatibilidade.

FRANCA (2002), através de testes compressivos, analisou a seguranga e a resisténcia
mecanica de 30 corpos vertebrais, de cadaveres humanos, submetidos a vertebroplastia. O
autor injetou cimento acrilico no corpo vertebral por via transpedicular, observando seu
extravasamento e a temperatura do corpo vertebral. Testou a resisténcia e comparou com a da
propria vértebra quando integra. Esta técnica traz riscos as estruturas proximas, devido ao
extravasamento do cimento. Quanto a temperatura, ela ¢ segura desde que nao ocorra o
extravasamento. A resisténcia da vértebra, apds o procedimento, depende do grau do
achatamento inicial. Aquelas que tiveram achatamento menor apresentaram resisténcia maior.

CURCELLI (1999) realizou um estudo experimental, em ratos, para avaliar o efeito de
anticoagulantes na consolidacdo dssea, conforme critérios clinicos, anatomopatoldgicos e
biomecanicos. Manualmente, apds perfuragdo do osso, foi produzida fratura, na didfise da
tibia direita, mantida sem imobilizacdo, em 72 ratos, divididos em trés grupos. Doze horas
apds a fratura, foi iniciado tratamento com anticoagulante ou agua destilada. Um grupo

recebeu heparina sodica, outro, enoxaparina. O grupo controle recebeu agua destilada.
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Durante o experimento, os animais foram avaliados clinicamente e, ap6s 28 dias, mortos para
analise anatomopatologica e biomecanica. O estudo biomecanico, realizado por meio de
ensaio de flexdo, demonstrou coeficiente de rigidez e carga maxima semelhantes nos trés
grupos. Nenhuma diferenca clinica, anatomopatolégica ou biomecanica foi encontrada,
resultando na consolidagdo de todas as fraturas de acordo com os critérios adotados,
concluindo-se, portanto, que a heparina sddica e a enoxaparina, nas doses, via e tempo de
administracao utilizados, nao interferiam na resisténcia da consolida¢ao das fraturas de tibia
de ratos.

VASTEL et al. (2004) avaliaram o efeito de trés tipos de métodos de esterilizagdo, no
quesito resisténcia, em 0ssos esponjosos provenientes de banco de ossos de doadores
humanos. Através de um aparelho que emitia ondas de ultra-som foi verificado que ossos
tratados com oOxido de etileno ou extragao lipidica apresentavam um decréscimo de resisténcia
estrutural de 2,4 a 2,5% em periodos curtos ou médios de armazenamento. Entretanto, o
produto chamado uré¢ia 6M fez com que os ossos conservados tivessem um decréscimo de
30% em suas propriedades biomecanicas.

PENHA (2004) comentou que estudos in vitro demonstraram que a melatonina é capaz
de acelerar a diferenciagdo de osteoblastos, aumentando a sintese de colageno e
conseqiientemente a resisténcia 6ssea. Considerando que a atividade de osteoblastos ¢
importante para a estrutura 0ssea e suas propriedades mecanicas, ¢ que a melatonina tem
efeito estimulador sobre estas células, o autor realizou um estudo com objetivo de verificar a
influéncia da reducdo da produgdo de melatonina sobre caracteristicas mecanicas dos 0ssos
em crescimento, analisada através de ensaios biomecanicos em flexao de trés pontos. Foram
utilizados 32 ratos Wistar distribuidos em dois grupos experimentais: sham (cirurgia ficticia)
e pinealectomizados. Os animais pinealectomizados apresentaram 0ssos menos resistententes
e os resultados indicaram influéncia da auséncia da melatonina, causando atraso na formagao
da matriz do tecido 6sseo, modificando alguns aspectos de suas caracteristicas mecanicas.

MARTINS (2001) realizou um estudo visando avaliar o comportamento mecanico de
uma falha de 3,5 mm no radio de dezenove coelhos em que comparou a utilizagdo dos
biomateriais com o enxerto homologo. Neste estudo foram utilizados enxerto 6sseos organico
e inorganicos bovino, pool de proteina morfogenética bovina e colageno bovino, como
biomateriais em dez animais. Dois animais foram submetidos a retirada das asas iliacas para
posterior congelamento e implantacdo em sete animais, como enxerto homoélogo. Em seis
semanas estes animais foram submetidos a eutanasia e os radios foram submetidos ao teste de

flexdo em trés pontos, com o uso da carga no sitio da regeneragdo, sendo avaliados a carga
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maxima e o deslocamento gerado pela observacdo da curva carga-deformacdao. O grupo
controle foi o radio ndo operado de todos os animais. Foi possivel concluir que embora os
enxertos homologos obtivessem consolidacdo satisfatéria, os biomateriais apresentaram uma
variagdo mecanica intragrupo muito baixa, mostrando-se mais homogéneo.

CORNU et al. (2003) promoveram a impactagdo de 18 cabecas e colo femorais
conservadas congeladas ou apenas refrigeradas. Antes de serem realizados os testes houve um
periodo de reidratacdo de 30 minutos e entdo foi concluido que os espécimes conservados sob
congelamento eram mais resistentes do que aqueles apenas resfriados.

LENHARO (2003) efetuou um estudo em mandibula de caes em que foram avaliados
implantes osseointegrados submetidos a carga imediata considerando a qualidade éssea
formada na interface implante-osso, como também foi medido o grau de contato 6sseo da
referida interface. Foram utilizados quatro cdes que, apds as exodontias, receberam trés
implantes Osseotite 3,75 x 8,5 (Implant Innovations Incorporation) e, ap6s os procedimentos
de moldagem e de laboratério para a confec¢ao da protese em Niquel-Cromo. Apos 240 dias,
os implantes medial e distal foram contra-torqueados medindo-se a resisténcia do tecido 6sseo
neoformado. A média de contato dsseo foi de 77,5% e o teste de contratorque aplicado nos
implantes apresentou média de 76,13 N/cm. Considerando as limitagcdes deste trabalho, foi
possivel concluir que a carga imediata em segmentos parcialmente desdentados ¢ uma técnica
viavel para reabilitacdo bucal.

HOFMANN et al. (2003) realizaram um estudo biomecanico em pinos confeccionados
a partir de osso cortical proveniente de tibias bovinas. Foram utilizados 40 pinos que
possuiam 3mm de diametro e 60mm de comprimento e conservados por diferentes formas.
Aplicando um esfor¢o de arqueamento em trés pontos dos pinos, os melhores resultados, no
que diz respeito a resisténcia, foram obtidos com o tratamento utilizando-se acetona, enquanto
os 0ssos tratados com 6xido de etileno ou autoclavagem nao mantiveram o mesmo grau de
rigidez.

VAN BOERUM et al. (2003) promoveram testes de resisténcia rotacional em 14
fémures humanos visando analisar duas formas de fixacdo de aloimplantes sustentados por
pinos intramedulares. No primeiro grupo foi confeccionado um entalhe de 1 cm, permitindo
acoplamento entre as interfaces proximal e distal dos leitos doador e receptor. O segundo
grupo recebeu o mesmo tratamento, porém o tamanho do encaixe foi de 1,2cm. Houve
diferenca significativa no grau de rigidez a favor da segunda metodologia, pois enquanto o

primeiro grupo apresentou um desvio angular de 23,3°, o segundo grupo rotou apenas 3°.
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CASCIO et al. (2003) avaliaram de forma ex vivo em humanos o grau de resisténcia de
trés tipos de encaixe de aloenxertos fixados por placas (transverso, com degrau ou sigmoide).
O escopo desse estudo foi avaliar qual método apresentava maior rigidez torsional e foi
verificado que a fixagdo de forma sigmoide apresentou os resultados mais consistentes.

YAMAMOTO et al. (2003) compararam o grau de resisténcia compressiva entre 0ssos
conservados sob congelamento ou autoclavagem, provenientes de um banco de aloenxertos
visando substituir falhas 0sseas em pacientes humanos que apresentavam osteossarcoma. Foi
verificado que ambos proporcionaram bons resultados clinicos, porém as propriedades
biomecanicas do osso autoclavado eram bem menores.

DUNLOP et al. (2003) realizaram esforgos compressivos em cabegas femorais
provenientes de cadaveres humanos. O objetivo deste estudo foi verificar o grau de influéncia
dos restos de tecido adiposo e medula dssea entre os leitos receptor e doador. No primeiro
grupo as cabegas femorais foram mantidas com os tecidos anteriormente citados, enquanto
que no segundo grupo houve a remog¢ao total dos mesmos. O resultado foi favoravel
significativamente para a segunda metodologia.

Em certas situagdes a perda de segmento Osseo fibular distal em humanos promove
instabilidade da articulagdo do tornozelo. PACELLI et al. (2003) avaliaram
biomecanicamente em 11 caddveres qual a porcentagem do comprimento fibular que pode ser
removido sem promover alteragdes angulares nesta articulagdo. A conclusdo que os autores
chegaram foi de que ¢ necessario permanecer distalmente somente 10% do comprimento total
da fibula, o que significa em média seis centimetros ou menos.

BLOM et al. (2002) citaram que uma substancia chamada hidroxiapatita tricalcica
fosfatada ¢ utilizada conjuntamente com aloenxertos Osseos visando incrementar as
propriedades mecanicas em artroplastias coxofemorais em humanos. Para confirmar tal
afirmacdo foram procedidos ensaios compressivos entre um primeiro grupo que continha
apenas o aloenxerto e outros dois grupos com proporg¢des variadas do material supracitado
associado ao implante 6sseo. O resultado obtido foi de que a resisténcia dssea era menor no
primeiro grupo e maior nos dois seguintes.

HU et al. (2002) promoveram testes compressivos e de arqueamento em um composto
formado por matriz 6ssea desmineralizada associada ao cemento 6sseo. Estes materiais sdao
utilizados como implantes para reparar perdas Osseas e o resultado dos testes comprovou que
a sua resisténcia ¢ suficiente para serem utilizados em humanos.

RANDAL et al. (2002) estudaram o efeito de dois métodos de conservacao de ossos

de ratos no que diz respeito aos efeitos causados sobre a sua resisténcia. Mediante um esforgo
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torsional foi verificado que os ossos que foram esterilizados por radiacdo eram
significativamente menos rigidos do que os que sofreram congelamento.

TANG et al. (1998) utilizaram aloenxertos nas faces laterais das duas ulnas de 40
coelhos, sendo que nos membros direitos havia uma carga aquém da fisiologica e nos
membros esquerdos havia suporte total. Ao final do periodo do experimento foram realizados
testes biomecanicos destrutivos em trés pontos do osso, sob forma de arqueamento. Foi
possivel concluir que em uma primeira fase a interface entre leito receptor e doador perde
resisténcia, porém posteriormente ela ¢ recuperada. Foi verificado também que os ossos
obtidos dos membros onde a carga funcional foi fisioldgica eram mais resistentes.

ORR et al. (2001) estudaram em coelhos, mediante esfor¢o compressivo, as
propriedades biomecénicas entre xenoenxerto bovino trabecular e o uso de hidroxiapatita
sintética. Eles verificaram que, de forma ex vivo, o implante bovino apresentava
caracteristicas estruturais superiores, enquanto que, apés 26 semanas de implantacdo do
material, haviam melhores resultados nos ossos combinados com hidroxiapatita.

Aloimplantes 0sseos sdo as principais fontes para a substituicdo de grandes falhas
osseas (WHEELER et al., 2001). Os autores coletaram sitios de implantacdo de uma tibia,
dois fémures e dois imeros de individuos variando entre dois a 13 anos. Foram realizados
ensaios biomecanicos de arqueamento em quatro pontos dos referidos ossos e foi verificado
que quando maior fosse a idade, menor seria a resisténcia dssea.

KARACHALIOS et al. (2000) avaliaram biomecanicamente a implantacao de
autoenxertos de Smm nas ulnas direitas de 40 coelhos da raca Nova Zelandia. Os grupos
tiveram os enxertos fixados por fios de Kirschner em posigao fisioldgica ou rotados em um
angulo de 180°. Apos dois meses foi verificado que na primeira metodologia o grau de
resisténcia 6ssea demonstrou ser mais eficiente.

HALASZ & KOVACZ (2000) analisaram as propriedades estruturais de diferentes
ossos coletados de 18 cadaveres humanos. Estes ossos foram a crista iliaca, o radio, a face
lateral e a espinha da escapula, a fibula e seis diferentes partes da mandibula. Foi verificado
que a resisténcia da mandibula e da fibula eram aproximadas, enquanto todos os outros 0ssos
apresentavam caracteristicas estruturais inferiores.

BENEVENIA et al. (2000) avaliaram o efeito estrutural de dois métodos de fixagao de
aloenxertos 6sseos em tibias de cdes (placas ou pinos intramedulares). Ambos os sistemas
foram satisfatérios na formacao de calo 6sseo. Nos testes de arqueamento e tor¢do 0s 0ssos
que foram submetidos a fixagdo por placas demonstraram ser sustentados por um método

mais eficiente, porém a significancia estatistica entre os dois grupos foi irrelevante.
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SICA (1998) avaliou trés métodos de fixacdo de fraturas em ossos zigomaticos de
caninos, aplicando forcas de flexdo e tensao de cisalhamento. Foram utilizados 36 caes
divididos em trés grupos (fixa¢do por fio de aco inoxidéavel, adesivo cirurgico 6sseo e grupo
controle com ossos intactos). O resultado foi que nos ensaios de cisalhamento ndo houve
diferenca entre os grupos, enquanto que nos testes de flexao o grupo que apresentou unido por
adesivo foi o mais fragil, sendo o grupo controle o mais resistente.

SILVA & VOLPON (2004) pesquisaram os efeitos da falta de uso dos membros sobre
o grau de resisténcia 6ssea em tibias de ratos. Foram utilizados 53 animais que permaneceram
durante 21 dias suspensos pelas caudas sem que os membros dos mesmos tocassem qualquer
superficie. Apos este periodo foi verificado biomecanicamente que os ratos apresentavam
significativa perda da resisténcia 0ssea, comprovado por testes de flexdo em trés pontos.

WIDJAJA & HARTUNG (2001) verificaram que o uso de pinos intramedulares
associados a parafusos eram superiores para o tratamento de fraturas de fémures se
comparados somente aos parafusos. Essa conclusdo tem maior confirmacao quando a fratura
em questdo for proveniente de um paciente osteoporotico. Em testes aplicando um esforgo
compressivo e destrutivo do osso e implantes metalicos, os autores verificaram que a
associacdo das duas metodologias demonstrou maior resisténcia e também observaram que o
ponto critico da coesao estrutural dos ossos sdo os orificios confeccionados para a introducao
dos parafusos. Como resultado final recomendaram o uso desse método na rotina cirurgica.

KADOYA et al. (2001) desenvolveram um novo tipo de disco intervertebral artificial
para ser utilizado experimentalmente na coluna lombar de ovinos. Foram avaliadas as
propriedades estaticas, viscoelasticas e de fadiga desses discos novos e também de discos
submetidos a seis meses de uso nas vértebras dos ovinos. Foi possivel verificar que o disco
intervertebral artificial se mostrou semelhante ao esfor¢co compressivo se comparado aqueles
encontrados in vivo dos ovinos. Quando a andlise foi em relagdo ao esforgo torsional, os
discos naturais demonstraram serem mais rigidos do que os artificiais. Os seis meses de uso
pos-cirurgico dos discos artificiais demonstraram que ndo houve nenhum tipo de deterioracao
e nem perda dos pardmetros biomecanicos. A conclusdo final foi que o disco intervertebral
protético apresentou potencial para ser aplicado na substituicdo de discos intervertebrais em
humanos.

SCHENA et al. (1984) realizaram um estudo radiografico e histoldégico comparando
enxerto a fresco e implante 6sseo liofilizado mantido a 70°C na reconstru¢do de falha

segmentar diafisaria em caninos. Os melhores resultados no quesito resisténcia foram obtidos
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com o enxerto recentemente coletado, enquanto que com o implante houve retardo na
consolidagao e diminui¢do da resisténcia do material a compressao.

ZAHNG et al. (2005) realizaram um estudo em que compararam a compressao axial
sobre a cabec¢a do fémur de ratos com um modelo que simulava a condi¢do de queda lateral,
sendo que o tipo de fratura encontrada comumente em pacientes osteopordticos ¢ da segunda
categoria. Para induzir a condi¢do de osteoporose as ratas foram castradas em um grupo
enquanto o outro grupo foi o controle. Apds trés meses os animais foram submetidos a
eutandsia e seus fémures foram coletados. Verificou-se que os fémures dos animais do grupo
controle foram mais resistentes e também foi possivel concluir que o modelo de queda natural
necessitou menor carga para que ocorresse a fratura.

DATTA et al. (2006) estudaram as propriedades viscoelédsticas de enxertos 0sseos
mediante esfor¢o compressivo. Foram utilizados ossos provenientes de seres humanos, suinos
e ovinos, sendo que foram comparados 0ssos com e sem cartilagem articular. Concluiu-se que
nao houve diferenca significante entre os 0ssos com e sem cartilagem e também os autores
aconselharam utilizar ossos ovinos quando forem realizar estudos ex Vvivo, visto que os
resultados foram bastante semelhantes aos dos ossos humanos.

CRIPTON et al. (2001) utilizaram um método minimamente invasivo para estudar a
pressao no interior de discos intervertebrais cervicais de humanos. O presente trabalho foi
realizado de forma ex vivo e os discos foram submetidos a carga compressiva axial maxima
de 800 N. Foi verificado que a pressdo no interior dos discos aumenta linearmente a medida
que a compressao também cresce e que as pressdes maximas encontradas no interior dos
discos estudados variaram de 2,4 a 3,5 Mpa.

LERNER et al. (1998) avaliaram se alteragdes morfologicas das placas de crescimento
de fémures de coelhos t€m relacdo com a resisténcia a fratura das mesmas. Foram utilizados
cinco grupos de coelhos com um, sete, 14, 21 e 42 dias e cada grupo era composto por seis
animais. No dia anterior a eutanasia os animais receberam calceina por via intravenosa. Foram
realizadas micro-tomografias computadorizadas de diferentes partes das cartilagens de
crescimento para analisar suas diferencas e chegou-se a conclusdo que 0ssos que crescem
mais lentamente s3o menos resistentes ao esforco compressivo. Contudo, os autores relataram
que nao conseguiram descobrir na totalidade por que os ossos crescem de forma diferente e
que as maiores disparidades de resultado aconteceram no grupo de 42 dias quando submetidos
a esfor¢o compressivo no sentido antero-posterior, em que houve uma maior correlagdo entre

a taxa de crescimento 6sseo e o grau de resisténcia dos fémures.
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GOH et al. (1995) avaliaram o grau de resisténcia 6ssea de cabegas e colos femorais
provenientes de seres humanos. Foram utilizados 40 pares de fémures divididos em trés
grupos. O primeiro grupo foi de controle, o segundo (grupo fraturado) foi considerado o
grupo onde houve osteotomia e posterior fixagdo por parafusos e placas compressivas € o
terceiro (grupo consolidado) apresentou o mesmo tipo de fixacdo, porém sem a osteotomia,
visando simular a condi¢ao de uma fratura consolidada mas ainda com os implantes metalicos
presentes. Como conclusdo observou-se que os ossos do segundo grupo apresentaram
resisténcia 43,5% inferior ao grupo controle e o terceiro grupo apresentou resisténcia 15,2%
inferior ao primeiro grupo.

OUYANG et al. (1997), visando compreender como a densidade de osso trabecular
em vértebras humanas pode ser correlacionada com fraturas, avaliaram segmentos vertebrais
(T12-L4) de trés individuos orientais masculinos. Os valores de densidade 6ssea oscilaram
entre 0,46 a 0,71 g/cm? Os autores puderam concluir que a densidade de osso esponjoso
apresenta correlacao linear com a resisténcia 6ssea quando for estudada uma forma cilindrica
tal como um corpo vertebral, porém alertaram que o numero de amostras foi pequeno para
que se chegasse a conclusdes mais confidveis.

BANSE et al. (1996) comentaram que os resultados de testes de resisténcia d0ssea
podem variar entre ossos contralaterais de um mesmo doador, mesmo que nao haja nenhum
processo de conservacdo nesse processo. Para tanto avaliaram a simetria mecéanica de dez
pares de cabecas femorais obtidas a partir de seres humanos que ndo apresentavam nenhuma
enfermidade 6ssea. As cabecas femorais foram submetidas a um posicionamento exatamente
simétrico e sec¢oes das mesmas foram realizadas visando estudar as propriedades mecanicas
da por¢ao Ossea trabecular através de teste de resisténcia compressiva. Como resultado foi
verificado que, apesar de haver diferengas entre ossos do mesmo doador, nenhuma delas
demonstrou ser de grau significativo ¢ que quando um modelo de teste de resisténcia for de
comprovada confianca, ossos contralaterais de um mesmo doador podem ser utilizados de
forma a proporcionar resultados precisos.

BAYRAKTAR et al. (2004) realizaram um estudo visando comparar a propriedades
biomecanicas das porgdes trabecular e cortical de cabegas femorais provenientes de 11
doadores humanos. Os autores comentaram que a razao para que este estudo fosse realizado ¢
que existem dados que sugerem que as propriedades elasticas e compressivas sdo bastante
similares entre as duas partes desse 0sso. Foi possivel concluir que a por¢cdo de osso

esponjoso da cabeca do fémur apresenta resisténcia 25% inferior ao osso cortical.
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RAPILLARD et al. (2006) comentaram que existe uma grande correlacao entre a
idade de seres humanos e a incidéncia de fraturas compressivas nao traumaticas em corpos
vertebrais. Neste estudo os autores avaliaram o grau de resisténcia da por¢ao dssea trabecular
de vértebras toracicas e lombares provenientes de quatro doadores, variando entre 29 e 86
anos. Os autores concluiram que quanto maior for a idade menor serd a resisténcia Ossea
vertebral perante esforco compressivo e que, maior volume de massa Ossea trabecular
apresentado em individuos jovens, contribui para uma maior resisténcia neste segmento
etario.

A dinamica axial contribui para a formacao de calo 6sseo e conseqiiente consolidacao
ossea de fraturas. LIU et al. (2005) procuraram avaliar biomecanicamente a eficacia de dois
sistemas de fixacdo externa de fraturas (Dynafix e Orthofix). A avaliacdo foi feita de forma
computadorizada visando pesquisar os efeitos axiais. Os autores concluiram que significantes
movimentos ndo axiais ocorreram durante as avaliagdes, porém mediante regulagens
periodicas estes movimentos podem ser minimizados. Também ficou evidenciado que o
sistema Dynafix demonstrou ser mais eficiente na capacidade de reduzir movimentos nao
axiais ndo desejaveis.

MULLER et al. (2004) comentaram que alguns trabalhos experimentais investigaram
a acao dos AINH (antiinflamatérios ndo hormonais) no processo de consolidagdo de fraturas,
por meio de estudos clinicos e histologicos, porém sdo escassas as analises biomecanicas.
Para tanto, foram avaliados 20 ratos da linhagem Wistar, divididos aleatoriamente em dois
grupos iguais: grupo A (controle) e grupo B (tratado com diclofenaco s6dico). Em ambos os
grupos foram realizadas fraturas abertas, apds perfuragdo, na tibia direita. A administragao da
droga foi por via intramuscular, dose Unica didria, por 28 dias. Os animais foram pesados
semanalmente. Apds a eutandsia as tibias foram dissecadas, pesadas e submetidas a ensaio
biomecanico de flexdo analisando-se carga maxima, deformacdo e coeficiente de rigidez.
Observou-se que no grupo tratado com AINH ndo houve aumento do peso corpoéreo a partir
da segunda semana e as tibias fraturadas foram mais pesadas. Neste grupo o calo Osseo
suportou menor carga maxima, apresentando maior deformagdo e menor coeficiente de
rigidez. Nos animais tratados, o osso ndo fraturado também se mostrou menos rigido.
Concluiu-se, nas condi¢des estudadas, que o diclofenaco sdédico alterou o processo de
consolidacdo e o metabolismo 6sseo, levando a retardo na maturacdo do calo e menor rigidez
do osso intacto, respectivamente.

CAMARGO et al. (2002) objetivaram avaliar o enfraquecimento causado pela

confecgdo de janela Ossea cortical. Os autores confeccionaram uma janela circular no osso
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cortical da diafise de oito fémures caninos e uma janela quadrada nos oito pares dos fémures
contralaterais, com diagonal semelhante ao didmetro da janela circular primariamente
confeccionada. As pecas anatoOmicas foram submetidas a teste de tensdo torsional em uma
maquina de ensaios mecanicos, obtendo-se o torque maximo e a rigidez a tor¢do. Os
resultados mostraram que, para o fémur com janela circular, o torque maximo médio foi de
13,65 = 5,12 Nm, e a rigidez média foi de 1,18 £ 0,45 Nm/grau, enquanto que para a janela
quadrada o torque maximo médio foi de 13, 39 + 5,23 Nm, e a rigidez média foi de 1,05 +
0,41 Nm/grau. A resisténcia nos 0ssos com janela circular e quadrada submetidos a tensao
torsional foi praticamente igual, fato este corroborado pela analise estatistica que nao revelou
diferenca significativa.

As propriedades bifasicas biomecédnicas compressivas que atuam sobre discos
intervertebrais de bovinos ainda ndo foram descritas, sendo de grande importancia para o
entendimento do funcionamento dessas estruturas. PERIE et al. (2005), mediante um método
de compressao confinada e um modulo linear e outro nao linear bifasico avaliaram o grau de
permeabilidade hidrdulica e modulo compressivo. Ficou concluido que uma resisténcia
compressiva menor ¢ uma maior permeabilidade hidraulica foram encontradas no nucleo
pulposo em relagdo ao anel fibroso e também que os esforgos impostos a essas estruturas
simulam danos irreparaveis em uma simula¢do que mimetizou condi¢des de individuos in
vivo.

MORGAN & KEAVENY (2001) procuraram comparar a resisténcia de 0ssos
esponjosos de diferentes partes de humanos. Os testes realizados foram de resisténcia
compressiva e forga ténsil. Para tanto foram coletados corpos vertebrais, tibias proximais,
trocanteres maiores e colos femorais provenientes de 61 individuos com idade média de 67
anos. Como resultado observou-se que o osso trabecular do trocanter maior ¢ menos resistente
do que o colo femoral no que diz respeito ao quesito compressdao. Comparando o trocanter
com corpo vertebral o resultado foi que o ultimo foi mais resistente a tensao, enquanto que o
primeiro suportou maior carga compressiva. O colo femoral demonstrou ser o mais resistente
de todos em relagdo a compressdo enquanto que a vértebra foi o0 mesmo para a tensdo. Como
conclusdo foi inferido que a resisténcia varia entre sitios dsseos mas nao entre mesmos sitios.

KRISCHAK et al. (2003) avaliaram a resisténcia de cabecas de fémures e a densidade
mineral 6ssea das mesmas antes de serem substituidas por proteses de titdnio. Apods um
periodo de sete anos os autores compararam como se encontrava a osteointegracdo com o
implante. As cabegas femorais foram submetidas a esfor¢co compressivo destrutivo. Foi

possivel concluir que a resisténcia € um importante fator para prever se havera afrouxamento
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do implante enquanto que a densidade mineral ndo demonstrou ser um parametro de grau
confiavel.

As fraturas Osseas sdo muito sensiveis aos diferentes movimentos as quais sdo
submetidas durante as primeiras fases de consolida¢do, no que diz respeito ao tipo de
diferenciag¢do tecidual. A compressdo axial ¢ considerada um importante adjuvante para a
unido dos segmentos Osseos ¢ EPARI et al. (2006) compararam este efeito com os vetores
torsionais que agem sobre fraturas. Foram avaliadas as pressdes que existem entre as
interfaces o0sseas e também o fluxo de fluidos na fase inicial de formagao de calo 6sseo, além
da categoria de formacdo tecidual. Como resultado o movimento torsional apresentou um
ambiente de fratura interfragmentar com menor fluxo de liquidos e menor resisténcia,
enquanto que moderada compressdo axial obteve melhores resultados. A somatoria dos dois
efeitos ndo apresentou nenhuma potencializacdo de efeitos.

Metastases Osseas apresentam um grau significativo de relagdo com fraturas
patologicas da articulagdo coxo-femural em seres humanos. KANEKO et al. (2004) visaram
avaliar o comportamento de ossos trabeculares afetados por metédstases mediante tomografia
computadorizada. Foram obtidos 16 fémures provenientes de individuos que vieram a o6bito
devido a neoplasias (cancer de prostata, pulmao e glandula mamaria) e quatro em que nao
ocorreu nenhuma enfermidade cancerosa. Os ossos foram coletados de porgdes esponjosas
dos fémures e submetidos a esforco compressivo. Como resultado final foi possivel verificar
que a relacdo entre os achados em tomografia computadorizada ndo sdo compativeis com os
resultados encontrados em testes de resisténcia. Desse modo, a resisténcia biomecanica
continua sendo um modelo mais fiel a esse tipo de avaliacao.

CONNOLLY et al. (1989) relataram que a resisténcia ténsil ¢ proporcional ao tempo
de cura. A possibilidade de precocidade de preenchimento de falha na consolidagdo possibilita
sustentacdo e estabilizacdo Osseas, favorecendo a reparagdo e com isso diminuindo o tempo
total de restabelecimento do paciente.

BINI et al. (2002) realizaram ensaios visando avaliar a resisténcia em cabegas
femorais provenientes de seres humanos. Os parametros utilizados para avaliar o grau de
resisténcia dessas estas estruturas foram os testes envolvendo os esfor¢os compressivos e
ténseis porque os mesmos demonstram apresentar maior confiabilidade em relagdo aos testes
de arqueamento. Foi possivel concluir que os ossos foram mais resistentes aos esforcos ténsis
do que aos esfor¢os compressivos.

RAMASAMY & AKKUS (2006) visaram analisar variacdes de propriedades

micromecanicas em diferentes por¢cdes femorais de ratos. Os autores inferiram, através de
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estudos anteriores, que a porcao anterior femoral de ratos seria mais resistente que a posterior
no quesito tensdo enquanto que a posterior seria mais resistente a compressao. Foi verificado
que a deposi¢do de minerais ndo variou conforme o local de estudo, porém a orientacdo das
fibras coldgenas demonstrou apresentar uma configuracdo mais homogenia na por¢ao anterior
em comparacdo a por¢ao posterior. Dessa forma foi possivel concluir que a orientagdo das
fibras presta relevante importancia para o mecanismo das fraturas.

Placas de crescimento epifisarias apresentam uma grande variagdo em sua composicao
e morfologia. A carga mecanica pode alterar o crescimento de ossos longos conforme agir
sobre estas estruturas cartilaginosas. VILLEMURE et al. (2006) avaliaram o efeito da
compressao axial sobre o disco de crescimento da tibia proximal de ratos comparando
microscopicamente com os efeitos sobre condrocitos. Foram avaliadas as zonas de
condrécitos em repouso, hipertroficos e proliferativos. Como resultado evidenciou-se que,
mesmo comparando as trés regides submetidas a mesma carga compressiva, a variacao de
crescimento 6sseo ¢ muito grande.

WACHTER et al. (2001) avaliaram a porosidade e a densidade mineral de ossos
corticais através de tomografias computadorizadas visando comparar o grau de resisténcia
dessas estruturas. Foram utilizados segmentos 6sseos provenientes de diafises femorais de 24
pacientes humanos sendo que todos foram submetidos a implantagao de protese da articulagao
desse osso com o acetdbulo. O tamanho da amostra foi padronizado em 4,5mm. Os resultados
demonstraram que ndo existem correlagdes entre porosidade e elasticidade. Entretanto, ficou
evidenciada que as propriedades biomecanicas apresentam estreita relagdo com a densidade
mineral. Este estudo pode ser considerado um eficiente meio de prever a resisténcia femoral
de uma forma ndo destrutiva, importante para prever qual procedimento ortopédico serd mais
indicado para o tipo de osso em questdo.

MEAKIN et al. (2001) avaliaram biomecanicamente a substituicdo do ntcleo pulposo
do disco intervertebral de ovinos por material compativel, porém sintético. A razao para a
realizacdo de tal estudo ¢ que, quando o material central discal ¢ removido, o anel fibroso
torna-se muito mais sensivel a lesdes originadas por esfor¢co compressivo devido a precoce
degeneracdo do mesmo. Foram utilizados 33 discos intervertebrais que foram submetidos ao
congelamento. Em um grupo o nucleo pulposo foi somente extraido, enquanto que no outro,
além de ser submetido a esse procedimento, também recebeu a substituicdo por material
polimérico e os dois foram comprimidos mediante ensaio axial. Ficou demonstrado que a
reposi¢do do nucleo pulposo por material sintético previne a degeneragdo da porcao fibrosa

dessas estruturas.
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O tipo de unido vertebral mais realizado em medicina humana ¢ a artrodese
dorsolateral dos processos transversos da coluna lombar, devido a presenca de abundante
suprimento sanguineo proveniente da musculatura adjacente e a fatores biomecanicos, como a
auséncia de excessiva carga compressiva sobre o enxerto (MUSCHLER & LANE, 1992;
FEIGHAN et al., 1995).

BRIANZA et al. (2006) realizaram um ensaio nao destrutivo em porcdes distais de
radios e ulnas caninos visando comparar o grau de resisténcia proporcional desses ossos em
caes de porte pequeno, médio e grande. O objetivo desse estudo foi avaliar porque as lesdes
nessas porcdes Osseas ocorrem devido a diferentes causas conforme o porte do animal. Foi
verificado que ragas de pequeno porte sdo mais susceptiveis a descontinuidade dssea por
apresentarem proporcionalmente um canal medular menor.

HADDOCK et al. (2004) realizaram um estudo visando analisar se a arquitetura e
densidade da por¢ao esponjosa de corpos vertebrais em humanos apresentavam influéncia no
percentual de fraturas dos mesmos. Os autores basearam-se em um estudo realizado em
porcdes trabeculares de tibias provenientes de bovinos. Foram utilizadas 35 vértebras
provenientes de nove doadores humanos com uma idade média de 74 anos e submetidas
biomecanicamente a esfor¢co compressivo. Como a estrutura ¢ a densidade esponjosa Ossea
bovina ¢ muito diferente da humana, ficou evidenciado que os mecanismos de fratura dessas
estruturas se deve a constitui¢cdo ultraestrutural dos mesmos.

ROBINSON et al. (2005) avaliaram de forma ex vivo a resisténcia de aloenxertos
usados em proteses de quadril. Para tanto foram utilizados ossos sem adi¢ao de cemento dsseo
e ossos com diferentes propor¢des de cemento. O estudo constou de 14 ossos e a carga a qual
os ossos foram submetidos foi de 750, 1500 e 2250 N. O tipo de ensaio biomecanico realizado
foi através de esfor¢o compressivo axial no interior de um tubo de aluminio. Foi possivel
concluir que a introducdo de moderada quantidade de cemento apresenta um comportamento
similar ao de uma grande quantidade e que ossos sem este material sdo pouco resistentes para
a utilizagdo in vivo.

Microfraturas representam importante fator para a perda de resisténcia 6ssea, porém
ndo se sabe qual a relacdo com o tipo de vetor originario. REILLY & CURREY (2000)
procuraram estudar os efeitos de microfraturas sobre a resisténcia ao impacto em tibias e
umeros bovinos. Foram utilizados animais com idade oscilando de um a um ano e seis meses
e os danos causados puderam ser evidenciados mediante o estudo microscopico, associados a
fluoresceina, apos os ensaios biomecanicos realizados. Os autores submeteram 0s 0ssos a

forcas de arqueamento de 27%, fazendo assim com que ocorresse os referidos microdanos.
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Posteriormente os espécimes foram submetidos a impacto destrutivo. O achado foi de que os
ossos submetidos previamente ao esforco de arqueamento apresentaram sua resisténcia
severamente reduzida na superficie onde houve compressdo enquanto que onde houve tensao
a reducdo ndo apresentou grau relevante.

REMIGER et al. (1997) procuraram avaliar a resisténcia ao esforgo rotacional entre
tibias que apresentaram fixacdo de placas através de parafusos atravessando somente uma
cortical 6ssea com outros que atingiram ambas. Foram utilizados trés grupos. No primeiro
grupo foram comparados osso integro com perfuragdes unicorticais, no segundo houve o
mesmo tipo de comparagdo mas com orificios bicorticais e no terceiro foi comparado o grupo
unicortical com o bicortical. Os achados revelaram que houve um decréscimo na resisténcia
de respectivamente 21,6, 31,4 e 26,7% em detrimento do segundo elemento de cada grupo. A
conclusdo foi de que tibias com orificios unicorticais sdo menos resistentes a rotagdo do que
0ss0s intactos, porém apresentaram uma significante maior resisténcia do que os que tiveram
as duas corticais perfuradas.

COOK et al. (2006) avaliaram de forma ndo destrutiva a resisténcia da cabeca de
fémures através de ultra-som periférico e também de modulo de compressdo para avaliar as
propriedades compressivas e o risco de fratura dessa estrutura. Foram utilizadas amostras
provenientes de 20 individuos que apresentaram fratura nesta regido. O resultado demonstrou
que existe uma grande correlagdo entre o ensaio compressivo € o ultra-som para a analise da
integridade das cabecas femorais, porém o mesmo ndo acontece com outros 0ssos tais como
radio, tibia, falanges e calcaneo. Também foi concluido que o estudo foi importante nao
somente a analise da densidade dssea mas também evidenciou os mecanismos de fratura.

Microfissuras produzem importante efeito deletério sobre a qualidade dssea e
aumentam de forma significativa o risco de fraturas. MULLER et al. (2006) visaram comparar
0 uso de ultra-som linear, que ¢ um método ndo destrutivo, com a compressao mecanica em
diafises femorais humanas afetadas por esse tipo de dano. O estudo avaliou qual o grau de
correlacdo possivel entre os dois métodos para que ndo seja necessaria a destruicdo do 0sso.
Os autores comprovaram estatisticamente que o método ecografico pode ser utilizado de
forma confidvel para substituir o teste compressivo.

CLARO NETO (1997) realizou a reconstru¢ao de segmentos diafisarios utilizando a
poliureatana de mamona associada ao enxerto e comentou que a adi¢do de carbonato de calcio
ao implante aumentou a resisténcia e a porosidade, favorecendo sua indicacdo como material

de implantagdo Ossea.
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NETO et al. (1999) realizaram um estudo utilizando diferentes segmentos de porcdes
de tibia e fémures. Um orificio central foi confeccionado em cada por¢ao dssea e entdo
acoplado a um parafuso metalico, que foi inserido nas duas porg¢des corticais. Os espécimes
foram submetidos a um teste biomecanico de extracdo que revelou que a resisténcia da
cavidade proporcionada pela espiral dos parafusos depende significativamente do local em
que o mesmo ¢ inserido. Além disso, o osso diafisario ¢ qualitativamente e quantitativamente
mais resistente do que o osso metafisario.

RABELO (2003) comentou que varias técnicas cirargicas utilizando implantes t€ém
sido empregadas com o intuito de criar alternativas para a reconstitui¢ao da parede abdominal
ventral em bovinos. O autor avaliou a viabilidade do centro tendineo difragmético homdlogo,
conservado em glicerina a 98% e no glutaraldeido a 4% e mantidos por 30 dias, na
hernioplastia umbilical de bovinos. Inicialmente, realizou-se testes fisicos de tracdo e
alongamento até ruptura, em dez tiras com 5 a 6 mm de largura, do exemplar in natura e dos
respectivos exemplares conservados em glicerina a 98% e glutaraldeido a 4% para a avaliagdo
da influéncia de ambos os conservantes sobre o tecido biologico a ser implantado. Os testes
fisicos realizados mostraram que em sete amostras conservadas em glutaraldeido a 4%
suportaram maior forca de tensdo, quando comparadas com os respectivos exemplares in
natura e conservados em glicerina a 98%. Duas amostras apresentaram comportamento
semelhante quanto ao ponto de rompimento, para ambos 0s conservantes. Apenas em uma
amostra, verificou-se que o material in natura, apresentou um ponto de rompimento superior
as amostras conservadas.

REYES (1999) objetivou comparar experimentalmente o grau de cicatrizacdo e a
resisténcia a tracao axial livre, obtidos no tendao das unidades musculo-tendineas do extensor
ulnar do carpo de caes, submetidos a tenectomia parcial e tenoplastia substitutiva com
pericardio de eqiliino preservado em glicerina 98%, através de analise histologica e testes
fisicos de resisténcia a tracdo. Foram utilizados 42 caes, divididos em oito grupos
experimentais e avaliados em diferentes periodos. Aos 168 dias de pos-operatdrio observou-se
completa e adequada reparagdo cicatricial, com matriz extracelular densamente colagenizada
que substituiu totalmente o pericardio, quando as unidades musculo-tendineas mostraram,
através de andlise dos alongamentos (mm) em fun¢do das cargas (N) aplicadas no limite de
resisténcia maxima, o seguinte comportamento: necessitaram de carga 175.70+47.67 N e
174,13+33.73 N para produzir alongamentos de 9.32+1.96 mm e 9.88+1.98 mm,
respectivamente. As respostas obtidas, tanto quanto a resisténcia a tragdo até ruptura nos

permitem concluir que o pericardio serviu de arcabougo para orientacdo e desenvolvimento de
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novo tecido de reparacao de tipo modelado semelhante ao tenddo submetido a tenectomia

parcial.

2.3 Glicerina e mel como conservantes

2.3.1 Glicerina

A glicerina faz parte dos lipidios, compostos de origem biologica que se dissolvem em
solventes apolares como o cloroféormio ou o éter dietilico. Somente pequena parcela da fragao
total de lipidios extraidos por solvente apolar ¢ constituida de acidos carboxilicos de cadeia
longa. A maior parte desses acidos orgénicos encontra-se na forma de ésteres de glicerol
(SOLOMONS, 1996). Segundo FERREIRA (1999), a glicerina, sindnimo glicerol, ¢ uma
substancia organica, tridlcool, que se une aos acidos graxos para formar as gorduras; liquido
incolor, higroscopico, espesso e xaroposo; funde a 17°C e entra em ebulicao a 290°C. Entre
os meios quimicos de conserva¢do de tecidos, a glicerina tem oferecido bons resultados
conservando a integridade celular mesmo que provocando a desidratacdo tecidual
(OKAMOTO et al., 2000).

A glicerina tem sido utilizada com sucesso na conservagdo de ossos, tal como
realizaram DEL CARLO et al. (1999) e ZILIOTTO et al. (2003) na reconstru¢do de falhas
Osseas em membros de caninos.

Por ser um poderoso anti-séptico, além de atuar como agente fixador e desidratante, a
glicerina ¢ indicada para a conservagdo ndo somente de ossos, mas também de diferentes
materiais bioldgicos (PINTO JUNIOR et al., 1996).

PIGOSSI et al. (1971) comentaram que, em alguns casos de cirurgias reconstrutivas,
se torna necessaria a utilizacdo de enxertos e os materiais devem ser conservados para
preservar sua viabilidade para que ocorra a reacao biologica desejada de reparacao. No
referido trabalho foi verificado um efeito positivo da glicerina no efeito de manter o material
bioldgico em condigdes aptas a substituicao tecidual.

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas no intuito de se tornar possivel a
conservagao dos tecidos 6sseos por longos periodos de tempo. Dentre estas, a conservagao em
glicerina tem merecido destaque pois, além de ser um método acessivel economicamente, ndo
¢ necessario empregar a autoclavagem e tampouco o congelamento, técnicas que causam
danos ao tecido 6sseo, e prejudicam a formagdo de calo dsseo no pds-cirtrgico; além disso,

ndo foi observada diferenca consideravel quanto ao crescimento de microorganismos na
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glicerina a 98% autoclavada e in natura, num periodo igual ou menor a 24 meses (ROE et al.,
1988), tampouco rejei¢ao do organismo ao meio conservante na evolugao pds-operatoria.

CAVASSANI et al. (2001) avaliaram a fung¢do osteoindutora atribuida aos fragmentos
Osseos conservados em glicerina a 98%, por 30 dias, & temperatura ambiente. Esses
fragmentos foram obtidos de fémures e tibias de ratos doadores. O implante desta matriz
ossea foi realizado no tecido subcutaneo e intramuscular de ratos receptores. A andlise
histopatologica foi realizada no 30°, 60° e 90° dia ap6s o implante. Aos 30 dias, notou-se
resposta osteogénica positiva, inclusive com mielogénese, que aos 60 e 90 dias foram
efetivamente concluidas. Nesses periodos, observou-se a presenga de fragmentos de matriz
Ossea calcificada, sugerindo que fossem tecido Osseo neoformado a partir da atividade
osteobldstica observada aos 30 dias. Diante desses resultados, concluiu-se que a glicerina ¢
um bom meio para conservacdo de fragmentos 0sseos para uso em enxertos, uma vez que a
funcdo osteoindutora foi preservada.

As intervengdes cirurgicas oncologicas, devido as suas resseccdes amplas,
freqiientemente tornam necessario o uso de osso para transplanta¢do. O transplante autdlogo
poderia ser substituido por osso conservado, o que condiciona o cirurgido a previamente
armazenar o 0sso preservado e transplantavel, sendo a glicerina pura um bom método de
manutengdo deste tecido. Porém, nao se sabia ainda se era possivel manter durante longo
periodo de tempo os ossos conservados na glicerina, e, além disso, ndo se sabiam quais
microorganismos eventualmente poderiam desenvolver-se nas amostras armazenadas por
longos periodos de tempo (PINTO JUNIOR, 1990; 1995). GIOSO et al. (2002) realizaram um
estudo onde ossos caninos foram mantidos em glicerina a 98% por um periodo de até nove
anos e ndo houve crescimento bacteriano significativo.

DEL CARLO et al. (1999), utilizando aloimplantes 6sseos, observaram que de seis
métodos de conservagao estudados a glicerina a 98% em temperatura ambiente ¢ o método de
congelamento foram os que proporcionaram melhores resultados em caninos.

ZILIOTTO et al. (2003) utilizaram implante 6sseo cortical alégeno conservado em
glicerina visando reconstituir membros pélvicos de caninos afetados por osteossarcoma.
Foram utilizadas placas compressivas para a osteossintese e para aumentar a resisténcia do
material implantado foi introduzido no canal medular poliuretana de mamona, pois a glicerina
exerce efeito deletério sobre a integridade o6ssea. Como resultado foi verificado que a
glicerina foi eficiente como método de conservagao, pois nao houve sinais de infec¢do e nem

rejeicdo, além de haver adequado grau de osteoindugao e osteocondugio.
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CORONADO et al. (2000) testaram a capacidade viricida do 6xido de etileno e da
glicerina em implantes Osseos alégenos de felinos. O banco era composto por ossos de
animais comprovadamente contaminados por retrovirus felino. Foi concluido que houve
adequada osteointegragdo em ambos os grupos, porém a glicerina ndo foi eficiente no quesito
de evitar a infecc¢do, ao contrario do 6xido de etileno.

PAULO (1997) realizou um experimento onde foram avaliados os resultados da
aplicagdo da membrana amnidtica de eqiiinos, conservada em glicerina a 98% e em 4cido
acético a 0,25% sob congelamento, sobre feridas experimentais produzidas no dorso de caes.
Foram provocadas trés feridas circulares em cada animal e elas foram observadas durante 20
dias. Nas culturas obtidas antes do processamento das membranas amnidticas houve o
crescimento de Pseudomonas spp., Enterobacter agglomerans e Streptococcus spp., o que nao
foi observado nas amostras coletadas ap6s a conservacdo. As bactérias mais freqlientemente
isoladas das secregdes purulentas das feridas foram Staphylococcus aureus e Streptococcus
spp.. Baseado nos resultados obtidos concluiu-se que a membrana amniotica eqiiina,
conservada em glicerina a 98% e em 4acido acético a 0,25%, ndo promove a aceleracdo da
cicatrizacdo mas impede a retracdo das bordas das feridas cutaneas experimentais no cdo e
ndo impede o desenvolvimento de microorganismos nestas feridas. Concluiu-se ainda que
fatores climaticos provavelmente influam na viabilidade das membranas conservadas.

PIGOSSI et al. (1971) evidenciaram que a glicerina reduz a antigenicidade de
membranas biologicas e recomendaram o armazenamento do material por um periodo nao
inferior a 30 dias. Também foi verificada a agdo bactericida da glicerina sobre bactérias como
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

KRAUSPENHAR et al. (2002) testaram os efeitos in vitro da glicerina sobre tendoes
inoculados com bactérias gram negativas e gram positivas e verificaram 100% de eficacia,
porém sdo necessarios ao menos 30 dias para a completa esterilizagdo. Foi também observado
que bactérias gram positivas sdo mais resistentes a acado do conservante.

PINTO JUNIOR et al. (1996) relataram que em estudo microbioldgico de glicerina
onde ndo houve nenhum tipo de processamento ou glicerina autoclavada como meio de
conservagao nao houve crescimento bacteriano e fingico.

Essa capacidade antimicrobiana se deve ao fato de que a glicerina a 98% ¢ um agente
fixador e desidratante de atuacdo rapida, agindo como um poderoso antisséptico
(ALVARENGA, 1992).

FRANCISCO (2001) avaliou aloenxerto de cartilagem auricular de caes, conservado

em glicerina a 98%, no reparo de defeito palatino produzido experimentalmente em caes.
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Foram empregados 15 caes adultos, sem raca definida, divididos aleatoriamente em cinco
grupos de trés animais cada, e submetidos a procedimento cirirgico para criagdo de defeito no
palato secundario e posterior reparo com aloenxerto de cartilagem auricular. As observagdes
clinicas e macroscopicas realizadas durante o periodo experimental, demonstraram que nao
houve deiscéncia de sutura, edema ou necrose de tecidos. A avaliagdo microbiologica revelou
ser negativa para bactérias. Os resultados obtidos permitem concluir que o aloenxerto de
cartilagem auricular pode ser utilizado para reparacdo de defeitos palatinos, pois propicia bom
isolamento entre cavidade nasal e oral.

SAMPAIO (2004) utilizou membrana amnidtica xendgena a fresco e conservada em
glicerina a 98% no recobrimento de tlceras corneanas experimentais. Para o desenvolvimento
da metodologia proposta foram utilizados 70 coelhos. A avaliagdo clinica revelou que a
membrana amniodtica xendgena conservada em glicerina, apesar de ndo apresentar nenhum
agente contaminante, estimulou uma resposta inflamatéria aguda maior que a membrana
aplicada a fresco. O autor concluiu que a epitelizagdo do defeito foi mais rapida nas corneas
que receberam o enxerto de membrana a fresco, indicando que o método conservante nao foi
eficiente para reduzir a antigenicidade.

OLIVEIRA (2002), em um estudo experimental, propds como alternativa do
tratamento cirurgico de defeitos traqueais em eqiiinos, o emprego de pericardio homodlogo
preservado em glicerina a 98% mantido a temperatura ambiente. Foram utilizados doze
eqiiinos adultos, machos e fémeas e 42 do periodo pds-operatoério. A boa evolugdo clinica dos
animais associada aos achados laboratoriais de que a glicerina agiu como bom
descontaminante, permitiu concluir ser a traqueoplastia em eqiiinos, utilizando pericardio
homologo preservado em glicerina a 98%, uma boa alternativa ao tratamento de lesoes
traqueais, obtendo-se cura por primeira intengao.

RABELO (2003) utilizou centro frénico homoélogo, conservado em glicerina a 98% e
no glutaraldeido a 4% e mantidos por 30 dias para a correcdo de hérnias umbilicais em 10
bovinos. Foi avaliada a atividade anti-séptica dos conservantes, por meio de exames
microbiolégicos de fragmentos colhidos do material in natura e dos respectivos exemplares
submetidos a conservagdo. Observou-se crescimento bacteriano apenas em quatro amostras no
material in natura. Os mesmos exames realizados em amostras conservadas ndo revelaram
nenhum crescimento. Com base nestes resultados, conclui-se que o centro tendineo
diafragmatico de bovino conservado em glicerina a 98% e no glutaraldeido a 4% demonstrou

ser uma opgao eficiente na correcdo de hérnias umbilicais em bovinos jovens.
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LUCCI (1998) comentou que a esclera humana ¢ freqiientemente usada em cirurgias
oftalmologicas e deve ser preservada em desinfetante que evite sua contaminagdo € que a
descontamine. O objetivo de seu estudo foi determinar a eficacia das substancias: glicerina,
alcool absoluto e cloreto de benzalconio (1:5000) como desinfetantes da esclera humana. Seis
escleras humanas foram trepanadas em 174 discos de esclera de 6 mm de didmetro.
Fragmentos de esclera frescos, provenientes de cada globo ocular, foram submetidos a cultura
para determinar a existéncia de um microrganismo. Os discos de esclera foram divididos em
trés grupos. Foi estudada a agdo dos trés meios de desinfec¢dao para descontaminar a esclera
humana: glicerina, alcool absoluto e cloreto de benzalconio. Para controle da viabilidade dos
microrganismos, um grupo de discos de esclera contaminados foi imerso em meio de cultura
TSB e submetido a cultura nos mesmos intervalos de tempo dos discos de esclera imersos nos
meios desinfetantes. Dois discos de esclera foram removidos de cada tubo nos dias um, dois,
trés, quatro, sete, 10 e 14 deste estudo. Um disco escleral foi macerado com homogenizador
de tecidos e semeado em agar sangue, utilizando-se al¢a calibrada 0,001 ml, e o outro foi
semeado inteiro. As placas de dgar sangue foram incubadas a 37°C e colOnias bacterianas
foram contadas com 24 ¢ 48 horas. Staphylococcus aureus foi recuperado da esclera
preservada em glicerina por até quatro dias; Pseudomonas aeruginosa foi recuperada até dois
dias e Bacillus cereus foi recuperado durante os 14 dias deste estudo. Todas as trés bactérias
foram recuperadas nos dias de esclera que permaneceram imersos no TSB durante todo o
estudo. O cloreto de benzalconio demonstrou ser melhor desinfetante in vitro que a glicerina.
Entretanto, o autor comentou que estudos in Vivo sdo necessarios para provar a utilidade do
cloreto de benzalconio como desinfetante de esclera.

FARIA (2003) utilizou membranas bioldgicas conservadas em glicerina a 98% ou mel
envolvendo lesdes Osseas femorais. Foram realizados exames bacteriologicos semeados em
meio Agar Sangue Ovino 5% e Agar Mac Conkey incubados a 37°C por 48 horas, sendo
todos os resultados negativos. Nas amostras onde o meio foi enriquecido com Thioglicolato e
BHI (infusdo de cérebro e coracdo) e incubados a 37°C por 48 horas somente o meio glicerina
nao desenvolveu Bacillus spp..

COSTA (1996) realizou um estudo utilizando aloenxerto dsseo cortical conservado em
glicerina 98% e fixado com placas e parafusos de aco inoxidavel 304 para a reconstrucdo de
falha Ossea (quatro centimetros) experimental em cdes. As amostras foram coletadas sem
preocupagdo com a contaminagdo. Foi concluido que os ossos ndo precisavam ser colhidos

sob cuidados assépticos, uma vez que a glicerina apresentou acdo bactericida e fungicida.
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Além disso, a glicerina mostrou-se eficiente como meio de conservagdo de o0ssos a

temperatura ambiente, mantendo o material livre de contaminacao durante a estocagem.

2.3.2 Mel como agente conservante e terapéutico

O mel tem sido utilizado no tratamento de enfermidades em seres vivos héa pelo menos
4000 anos, conforme evidéncias encontradas no Egito (GREENWOOD, 1993). Nessa ¢poca
j& eram conhecidos os beneficios desse substrato no processo de reparacdo de feridas,
promovendo absor¢do de edema, limpeza de contaminacdo, promog¢do do crescimento de
tecido de granulacao e diminui¢ao de odores desagradaveis (POSTMES et al., 1993).

Nos tempos pré-historicos e primitivos o referido substrato apicola foi utilizado como
meio conservante de cadaveres. No antigo Egito e na Grécia o mel foi muito usado em
embalsamamento. Quando Alexandre, o Grande, veio a 6bito durante sua conquista ao
oriente, seu corpo foi conduzido em um caixdo dourado imerso em mel até a Macedonia, sua
terra natal (IOIRISH, 1981; CRANE, 1983). Herodes I, Rei da Judéia, que executou sua
esposa Mariamne, manteve seu corpo preservado em mel por sete anos e, ainda no mundo
antigo, trechos da Odisséia comentam que o corpo de Aquiles foi embalsamado em uma
profusao de ungiientos ¢ mel doce (CRANE, 1983).

O mel tem sido utilizado desde a antigliidade como substancia capaz de conservar
tecidos. IOIRISH (1981) comentou que tribos indigenas do Ceildo, atual Sry Lanka, apos
coletarem a carne de animais e a impregnarem com mel, mantinham as mesmas em troncos de
arvores a cerca de um metro do solo e o alimento mantinha-se apto ao consumo por um
periodo de até um ano.

Além das propriedades nutricionais, a utilizagdo do mel na medicina popular se deve
também as suas propriedades farmacoldgicas. Dentre estas propriedades, a atividade
antimicrobiana tem despertado interesse entre os pesquisadores devido ao seu potencial de
aplicabilidade em casos clinicos (EFEM, 1988; ZULMA & LULAT, 1989; MOLAN, 1992;
WILLIX et al., 1992; EFEM et al., 1992; EFEM, 1993; KROL, et al., 1993). PEREIRA et al.
(1995) comentaram também que o mel possui numerosas propriedades terapéuticas, tais como
poder antimicrobiano, antiinflamatorio e efeito antipirético.

Propriedades cicatrizante (KUMAR et al., 1993) e antioxidante (OSZMIANSKI &
LEE, 1990) estao também relacionadas a este derivado apicola.

GONCALVES et al. (2005) , comentaram que diversas propriedades medicinais, tais

como acdo antimicrobiana, antiflingica, cicatrizante e antioxidante sdo popularmente relatadas
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ao mel. Poucos estudos tém sido realizados sobre a atividade antimicrobiana do mel. Para tal
estudo foi empregado o método da difusdo em agar, utilizando-se discos de 6 mm de diametro
em presenca de diferentes microorganismos, obtidos todos de focos de infec¢des clinicas. Os
testes indicaram resiténcia em: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Staphilococcus aureus, Streptococcus alfa-hemolitico; e indicaram sensibilidade
em: Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus Pyogenes bem
como Staphylococcus spp. coagulase. Vinte e trés antibidticos comerciais distintos foram
também avaliados no presente estudo. Os resultados obtidos revelaram um excelente potencial
terapéutico deste produto apicola.

SUBRAHMANYAN (1993) utilizou o mel como conservante de pele para implante
em 28 humanos acometidos por queimaduras ou ulceras. Os implantes foram acondicionados
em frascos com mel e mantidos a temperatura de 4°C e os resultados obtidos ao final do
estudo foram satisfatorios, ainda que trés pacientes necessitassem nova intervengdo para que
houvesse adesao da pele implantada.

Comparando o tratamento através de antibidticos convencionais ou mel em gangrena
do tecido escrotal em humanos, EFEM (1993) verificou que o segundo método demonstrou
ser bem mais eficaz, pois os pacientes tratados com mel n3o apresentaram mortalidade,
enquanto que os tratados com amoxicilina e metronidazole apresentaram um indice de
mortalidade de 15%.

FASIKA et al. (1996) utilizaram enxertos na cavidade oral de humanos contendo gel
impregnado com mel e obtiveram bons resultados no que diz respeito a permanéncia do
material implantado ao leito receptor. Salientaram ainda que esse substrato possui as
vantagens de ser obtido com facilidade e apresenta custo acessivel.

Vérias substancias tais como agucares, acidos organicos e diversos elementos
quimicos (WHITE, 1975) foram identificadas no mel. Algumas enzimas secretadas por
glandulas do aparelho digestorio das abelhas sdo introduzidas no néctar ja a partir de sua
coleta, tendo como exemplo a glicose oxidase, que converte a glicose em glicolactona,
produzindo também o peroxido de hidrogénio. Este ultimo ¢ considerado por muitos autores
como sendo o responsavel pela atividade antimicrobiana constatada no mel (MENDES &
COELHO, 1983). Também foram encontradas vitaminas e alguns flavondides com agdo
antimicrobiana (SABATIER et al., 1992).

A gangrena de Fournier ¢ uma afec¢do que acomete seres humanos na regido perineal,
genital ou até mesmo na parede abdominal. THAMAZ et al. (2006), em um estudo com 33

pacientes humanos, compararam o tratamento de tal enfermidade utilizando antibidticos
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isoladamente ou antibidticos associados ao mel. Os autores concluiram que a adi¢ao de mel ao
tratamento desta enfermidade diminuiu de forma significativa os indices de morbidade e
mortalidade.

CASTRO (2004) utilizou 30 coelhas da raca Nova Zelandia para comparar o uso
topico do mel, da oxitetraciclina e da hidrocortisona, combinadas e isoladas, na reparacao de
feridas cutaneas por segunda intengdo. Os animais foram divididos aleatoriamente em seis
grupos. Realizaram-se seis feridas com saca bocado (Punch) de 8mm em cada animal, sendo
trés de cada lado da regido dorso caudal ao osso coxal, com espagamento entre as lesdes de
quatro centimetros. Os grupos foram constituidos na seguinte ordem: grupo T - grupo
controle; grupo C - hidrocortisona; grupo V - vaselina (veiculo); grupo M - mel; grupo Tco -
Terracortril; grupo Oxi - oxitetraciclina. Os fragmentos de pele contendo as feridas foram
colhidos com uma incisdo eliptica na seguinte ordem: no segundo, quinto, nono, 15°, 21° e 30°
dia pos-cirurgico. As avaliagdes, clinicas e histopatologicas revelaram que os animais tratados
com o mel apresentaram menor tamanho das feridas. Nos animais tratados com hidrocortisona
e Terracortril foi visualizado retardo na cicatrizag¢ao das feridas.

Baseado no fato de que o mel possui numerosos componentes e propriedades
curativas, foram estudadas as suas caracteristicas antineoplédsicas e verificou-se a agdo
inibitoria do crescimento de carcinomas cutdneos em ratos. Isso foi atribuido ao fato de
ocorrer diminui¢do da sintese de DNA, reduzindo assim o crescimento da massa tumoral.
(MITAMURA et al., 1996).

GRIBEL & PASHISNKII (1990), estudando as propriedades antitumorais do mel em
ratos, verificaram que esse componente apresenta moderada agdo antineoplasica e grande
atividade antimetastatica. Outra contribuicdo foi a exacerbag¢do do efeito de certas drogas
usadas nesse tipo de enfermidade. O 5S-fluoruracil e a ciclofosfamida tiveram seus efeitos
potencializados quando usados em conjunto com o mel.

Tecidos biologicos tém sido conservados em mel para posterior implantacao, tais
como vasos sangiiineos (PIPIA, 1968), pele (GUPTA, 1977) e cérneas (ABRAMOV &
MARKICHEVA, 1983; MOHAN et al., 1996).

ABRAMOV & MARKICHEVA (1983) analisaram os resultados da ceratoplastia
lamelar usando corneas conservadas em mel. A intervengcdo com propositos curativos foi
realizada em 43 humanos acometidos de queimaduras oculares, tlceras corneanas e ceratites.
Os resultados obtidos foram satisfatérios, sendo que na maioria dos casos a cornea tornou-se

transparente. Os autores recomendaram esse material para o uso em pacientes clinicos.



46

Diversos autores avaliaram enxertos 0sseos e mel, tais como CAHPMAN & VILLAR
(1992) e MOLLAN & ALLEN (1996).

POSTMES et al. (1993) comentaram que o mel ndo pode ser tratado como substancia
estéril, sendo necessaria a analise microbiologica antes de ser utilizado com propdsitos
medicinais. SUBRAHMANYAM (1993) utilizou mel resfriado a 4°C para o armazenamento
de enxertos de pele, porém realizou exames laboratoriais que confirmaram que esse composto
se encontrava livre de microorganismos. POSTMES et al. (1993) ainda citaram como
alternativa o uso de irradiagdo para promover a esterilizacdo de mel contaminado.

GREENWOOD (1993) e POSTMES (1993) comentaram que as propriedades
antibacterianas do acucar ¢ do mel sdo devidas a produ¢do de um grande nivel de
osmolaridade local, dificultando a proliferagdo microbiana. Entretanto, no caso do mel, a
atividade antimicrobiana pode ser atribuida também a um composto conhecido como perdxido
de hidrogénio, produto final de uma reacdo enzimatica entre a glicose oxidase da abelha com
a glicose encontrada diluida no mel.

BARIZON et al. (1999) comprovaram o efeito antimicrobiano do mel através de testes
utilizando dilui¢do inibitéria maxima e comentaram que esse composto possui agcdo sobre
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Se houver o acréscimo de propolis ao mel obtém-
se uma solugdo que também apresentara atividade sobre fungos na forma de levedura.

MATHEWS & BINNINGTON (2002) descreveram que o mel possui propriedades
bactericidas que sdo atribuidas ndo somente a sua alta osmolaridade, mas também por possuir
peroxido de hidrogénio, acido féormico e por sua acidez, além de conter diversas outras
substancias em sua constitui¢ao.

VARDI et al. (1998) citaram que o mel ¢ constituido por 40% de glicose, 40% de
frutose e 20% de agua, com presenga de acidos organicos, vitaminas, minerais, enzimas €
apresenta em média um pH de 3,6.

Quando produzido pelas abelhas o mel € liquido, mas a cristaliza¢ao, ou granulacao, ¢
um processo natural, que acaba por acontecer com o decorrer do tempo. A temperatura de
armazenamento do mel tem grande influéncia na velocidade de cristaliza¢do, que também esta
diretamente relacionada a sua composi¢do, ou seja, a relagdo glicose/agua. A cristalizagdo do
mel consiste na separagao da glicose, menos soluvel que a levulose, € na conseqiiente
formag¢do de hidratos de glicose, em formas so6lidas. Em temperaturas de armazenamento de
10 a 18°C o mel cristaliza-se rapidamente. Em temperaturas superiores a 30°C a solidificagao
ocorre muito lentamente. A consisténcia niao afeta a composi¢do do mel, entretanto

temperaturas superiores a 50°C podem destruir vitaminas e enzimas (ANGERAMI, 1991).
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O mel tem demonstrado potente atividade antimicrobiana, efetiva frente a um amplo
espectro de bactérias, além de possuir propriedades antifingicas. A atividade vista em
solugdes diluidas de mel, claramente indica que a acdo antibacteriana ndo se deve apenas a
alta concentragdo de agucar contida no mel (MOLAN, 1992).

COOPER et al. (1999) verificaram que a concentracdo de mel para alcangar a
atividade de agua necessaria para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus ¢ de 22%.
Porém, em seu experimento, verificaram que o mel em concentragdes variando entre 2 e 4%
ja era capaz de inibir o crescimento desta bactéria, confirmando assim que o modo de a¢do do
mel ndo se da exclusivamente pela sua osmolaridade.

PIGOSSI et al., (1971) comentaram que a glicerina ndo ¢ capaz de impedir o
crescimento bacteriano de Clostridium botulinium e Clostridium perfringes. GREENWOOD
(1993) usou com bastante sucesso mel de abelhas em feridas e ulceras baseado no fato de que
essa substancia possui propriedades inibitorias do crescimento bacteriano. POSTMES et al.
(1993) comprovaram, através de exames laboratoriais, semeando em 4agar diluido com
diferentes concentracdes de mel, que esse componente impediu o crescimento de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
Clostridium botulinium e Clostridium perfringes. Foram utilizados méis oriundos de limeira,
arvores frutiferas, acacia e ainda houve um grupo controle onde ndao havia mel. O mel
proveniente de arvores frutiferas demonstrou ser o mais eficiente no quesito antimicrobiano.

Esta atividade antibacteriana adicional é devido a producao de peroxido de hidrogénio
pela acdo das enzimas do mel, e também pelas substancias antimicrobianas derivadas das
plantas que originaram o mel (MOLAN, 1992).

Abcessos piogénicos e feridas infectadas sendo tratados por aplicagdo topica e diaria
de mel sofrem regressdo bastante rapida, através da eliminagdo de secregdes, crescimento de
tecido de granulagdo e também através de uma melhor incorporagdo de enxertos de pele
quando esses forem utilizados, devido ao fato do mel ser capaz de inibir a acdo de
microorganismos gram-positivos e gram-negativos (FAROUK et al., 1988).

BERGMAN et al., (1983) comentaram que o baixo pH do mel pode inibir o
crescimento bacteriano. EFEM et al. (1992) realizaram um estudo in vitro em que avaliaram o
espectro antibacteriano e antifiungico do mel. Para isso bactérias foram coletadas de abcessos
mamarios, feridas cirargicas infectadas, gangrena e celulite, sendo depois isoladas e
incubadas em meios apropriados. J& as amostras de fungos foram obtidas de um laboratdrio de
micologia. As bactérias que foram mais sensiveis ao mel foram Streptococcus pyogenes,

Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli. Outras bactérias como Enterococcus faecalis,
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Klebsiela pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus spp., Clostridium welchii ¢ Clostridium
tetani também foram sensiveis ao mel, porém ele ndo inibiu o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa ¢ Clostridium oedematiens.

SMITH (1998) recomendou que as coletas devem ser realizadas sempre de forma
asséptica. AMENDOLA (2001) ndo coletou ossos de maneira asséptica e ao realizar exames
bacteriologicos do mel no qual segmentos Osseos haviam sido preservados, verificou que
houve o desenvolvimento de Bacillus spp., porém nenhum sinal clinico de infec¢do foi visto
quando o implante foi utilizado. FARIA (2003) utilizou membranas biologicas conservadas
em mel envolvendo lesdes Osseas femorais. Foram realizados exames bacteriologicos
semeados em meio Agar Sangue Ovino 5% e Agar Mac Conkey incubados a 37°C por 48
horas e foi verificado também o crescimento somente de Bacillus spp..

TURNBULL & KRAMER (1995) comentaram que Bacillus spp. sdo quase sempre
saprofitas e largamente distribuidos na natureza, particularmente no solo de onde sao
espalhados pela poeira e 4gua, € em materiais de origem animal e vegetal.

Para verificar que a a¢do antibacteriana do mel ndo se d4 exclusivamente pela
propriedade hiperosmética, EFEM et al. (1992) compararam a inoculacdo de material
infectado com o melado, substancia de mesma osmolaridade. O resultado foi de que o melado
proporcionou apenas a inibicao parcial de Streptococcus pyogenes.

POSTMES et al. (1993) comentaram que a adi¢do de 5% de sangue de ovinos pode
eliminar a atividade antibacteriana do mel pela a¢dao da enzima catalase. Porém, o que se sabe
¢ que a catalase vai atuar apenas sobre o peréxido de hidrogénio, inativando-o (COOPER et
al., 1999).

LEVY JUNIOR (1997) comparou a atividade antomicrobiana entre méis e propolis
obtidos da abelha apis mellifera e de seis espécies de abelhas meliponinae. As amostras de
propolis analisadas, das diferentes espécies de abelhas, ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a atividade antimicrobiana, no entanto, a numericamente mais ativa foi
obtida de apis mellifera. Os resultados demonstraram que o propolis possui maior atividade
antimicrobiana em presenca de Staphylococcus aureus do que os méis.

BARIZON et al. (1999) comentaram que o mel ¢ um substrato que possui acao
bactericida. COOPER et al. (1999) realizaram um estudo buscando avaliar a atividade
antibacteriana, através da concentracdo inibitéria minima (CIM), de dois tipos de mel. Para
isso utilizaram um mel produzido a partir das flores de Leptospermum scoparium e outro
originario de flores do campo. A bactéria utilizada para tal teste foi o Staphylococcus aureus,

obtido de feridas infectadas de pacientes atendidos em um hospital humano. Buscando testar
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apenas a atividade antibacteriana advinda dos componentes fitoquimicos, os autores
submeteram o mel a acdo da catalase, removendo assim qualquer quantidade de perdxido de
hidrogénio produzido pelo mel. A CIM de cada tipo de mel foi determinada pela técnica de
incorporagio em Agar e a quantidade de Staphylococcus aureus inoculada foi de 1,25x10°
unidades formadoras de colonias por mililitro. Houve, segundo os autores, uma surpreendente
similaridade entre os valores encontrados, sendo que a CIM do mel de Leptosmermum
scoparium variou entre 2 ¢ 3% e a do mel obtido das flores do campo ficou entre 3 ¢ 4%.
Esses valores foram muito menores que os 29% obtidos pelo actcar para inibir o crescimento
do Staphylococcus aureus, mostrando que a agdo do mel ndo se da exclusivamente por sua
osmolaridade.

OLIVEIRA (2004) realizou um estudo que avaliou a qualidade bacteriologica e
micologica mediante analise de 40 amostras de mel sendo 20 coletadas assepticamente e 20
pelo proprio produtor que foram submetidas as determinagdes de coliformes fecais,
coliformes a 45°C, Salmonella, esporos anaerobios, bolores e leveduras. As amostras foram
coletadas de diversas cidades do Estado do Maranhdo e sendo analisadas ndo apresentaram
bactérias do grupo coliforme e Salmonela. As contagens de bactérias anaerdbias esporuladas
estavam de acordo com a legislagdo americana. Quanto a contagem de bactérias mesofilas,
trés (42,8 %) amostras coletadas pelo produtor e imprdprias para consumo eram de mel da
cidade de Arari, das coletadas assepticamente, uma (14,8 %) era de Arari e uma (100 %) de
Peri Mirim. Na quantificacdo de bolores e leveduras, 13 (65 %) das amostras coletadas pelo
produtor, todas as de Anajatuba, S3o Jodo Batista, Sdo Luis e Vitoria do Mearim e cinco (25
%) das amostras coletadas assepticamente as de Vitoria do Mearim apresentaram contagens
mais elevadas para bolores e leveduras, portanto improprias para consumo. Com a inclusdo da
analise de mesofilos, segundo os padrdes internacionais, hd um aumento de 5 % nos indices
de rejeicdo nos dois grupos de amostras.

A composi¢ao quimica de méis e propolis provenientes de duas espécies de abelhas,
Apis mellifera e Tetragonisca angustula foi analisada, tendo sido encontrados alguns
compostos tipicos de propolis brasileiras, tanto em méis quanto em propolis. Quanto a sua
atividade antibacterianas frente a Staphylococcus aureus, foram encontradas concentragdes
inibitorias minimas (CIM) de distintos valores, sendo >= 126 mg/mL (méis) e >= 0,36 mg/mL
(propolis) evidenciando a atividade antimicrobiana desta resina. A analise estatistica mostrou
ndo haver diferenga significativa entre as CIM dos méis (p <= 0,05) ocorrendo o mesmo para
as CIM das propolis. Os resultados da analise estatistica multivariada mostraram que existem

correlagdes entre a composi¢do quimica e a CIM dos méis e propolis de Apis mellifera e
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Tetragonista angustula. No presente trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana de
propolis em dois tipos de cepas de Staphylococcus aureus. O propolis desempenha um papel
de assepsia na colméia, entdo ¢ 16gico esperar uma atividade antibacteriana in vitro. Este
estudo demonstrou o potencial que a propolis apresenta como um agente antimicrobiano e
confirma a sua a¢do como um medicamento natural (MIORIN, 2003)

COOPER et al. (2002) procuraram avaliar se a atividade antimicrobiana do mel de
Manuka se da exclusivavente devido a sua alta osmolaridade ou devido a outros fatores. Para
tanto foram coletadas 18 amostras provenientes de feridas humanas contendo Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, sete amostras de Enterococci resistentes a vancomicina também
de feridas e sete amostras de Enterococci resistententes a vancomicina colhidas em
superficies hospitalares. Foram comparadas as atividades antimicrobianas do mel in natura
anteriormente citado com o mel artificial, que ndo apresenta a enzima peroxidase. Foi
verificado que mesmo os dois tipos de méis sendo diluidos em até trés vezes seu volume em
agua, o mel natural demonstrou apresentar significativa maior eficiéncia no quesito
bactericida. Isto comprova que a¢do sobre microorganismos ndo ocorre exclusivamente pela
osmolaridade, mas sim também por outros fatores.

A origem dos esporos que irdo ocasionar a enfermidade conhecida como botulismo
muitas vezes ¢ desconhecida, entretanto ¢ um fato constatado que o mel de abelhas age como
veiculador de tal enfermidade. Casos dessa enfermidade foram relatados com freqiiéncia em
diversas nagdes, especialmente nos Estados Unidos da América. Apesar dessas informagdes,
em 1984, na Franga foi diagnosticado somente um caso em um individuo de idade reduzida
(PATY et. al., 1987). DELMAS et al. (1994) comentaram que o botulismo ¢ uma
enfermidade que pode ser transmitida através de feridas cutineas abertas e também de
alimentos contaminados, geralmente mal armazenados em recipiente metalicos. Comumente
encontra-se paralisia em individuos acometidos por esse clostridio. Os autores avaliaram
microbiologicamente 90 amostras de méis do leste da Franca e mais 26 amostras de méis
provenientes de diferentes partes do planeta visando avaliar a presenga de Clostridium
botulinum. O resultado encontrado foi que embora oito amostras foram encontradas positivas
para a clostridio, nenhuma revelou apresentar o agente patogénico anteriormente referido.

Para avaliar a agdo antifungica do mel, EFEM et al. (1992) incorporaram no meio de
cultura diferentes propor¢des de mel (1:1, 1:2, 1:5). Foi observado que no grupo com maior
quantidade de mel (1:1) nd3o houve crescimento flingico, porém no grupo 1:2 houve
crescimento esparso ¢ no grupo 1:5 crescimento consideravel. Da mesma forma que em

experimento com bactérias, foi efetuado outro experimento com melado, onde houve
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crescimento fungico. Os fungos testados foram Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Penicillium citricum, Tricophyton rubrum, Tricophyton tonsurans ¢ Candida albicans.

Em um estudo, dois lotes de mel foram testados para verificar a presenga de
contaminagdo. Um lote estava contaminado com 520 unidades formadoras de colonia (UFC)
por 100g de mel, no qual foram identificados Clostridium perfringes, enquanto que em outro
havia Bacillus spp. (4200 UFC/100g de mel). O uso de radiagdo gama tornou ambos os lotes
esterilizados, sem afetar a atividade antibacteriana. O uso do mel esterilizado provou ter
grande poder medicinal (POSTMES et al., 1993).

O ar ambiente possui consideraveis quantidades de esporos de diversos tipos de
fungos. Desde que as condigdes do meio sejam favordveis, sera possivel o desenvolvimento
desses seres em alimentos como farinhas, massa, agticares e fruta. O mel, pelo contrario, caso
bem conservado nunca se cobre de bolores. Essa caracteristica foi comprovada através de um
estudo contendo 20 amostras de mel de trigo sarraceno contaminado por dez tipos diferentes
de fungos retirados de géneros alimenticios. Nesse experimento nao houve proliferagao
fingica apesar do mel ser rico em proteinas, carboidratos, vitaminas e sais minerais,

comprovando também a capacidade antifiungica do mel (IOIRISH, 1981).



3 MATERIAL E METODO

3.1 Coleta e conservacéo

Foram coletadas diafises femorais provenientes de 100 caninos provenientes do Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). A coleta foi
realizada somente em caes higidos, sem histérico clinico de doengas sistémicas ou
infectocontagiosas que pudessem interferir na pesquisa. Os 0ssos que apresentaram alguma
deformidade foram excluidos.

Os fémures direito e esquerdo de cada canino tiveram suas diafises coletadas de forma
ndo asséptica e com serra manual. Foram removidos a medula 6ssea e o peridsteo e cada um
dos espécimes foi acondicionado em glicerina ou mel, respectiva e alternadamente. O

intervalo entre a coleta e a realizacdao dos ensaios biomecanicos foi 30 dias.

3.2 Ensaios biomecanicos

Foram formados dois grupos, cada um contendo 50 ossos, denominados:

G1-s50) : glicerina

M1-50): mel,

ou seja, houveram 50 ossos conservados em glicerina (25 do membro esquerdo e 25
do membro direito) e outros 50 (25 do membro esquerdo e 25 do membro direito),
conservados em mel. Sempre foram comparados diretamente os 0ossos do mesmo animal de
ambos 0s grupos.

Para fins da obten¢do de um parametro, houve a formagao de um terceiro grupo, onde
os ossos foram coletados a fresco (F(1-50)) € imediatamente testados, composto também por 50
corpos de prova, termo utilizado para as unidades experimentais utilizadas em testes de
resisténcia.

Os testes de resisténcia foram realizados no Laboratorio de Materiais da Construgao
Civil (LMCC) desta Universidade. Foi utilizada uma prensa de compressao axial (Figura 1A)
que exerceu uma forga sobre os o0ssos, revelando um valor de leitura (L) que posteriormente
foi convertido para a unidade Newton (N) mediante a formula P= 15,322 x L + 4,45 onde P

significa o resultado final em N.
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Foi padronizado que quando aparecesse o primeiro sinal de fissura ou falta de
continuidade, devido a impactacdo em suportar a carga aplicada, esse seria 0 momento de
interromper a compressao e aferir o valor obtido.

A referida prensa possui um anel de deformagdo que foi comprimido contra o 0sso
testado. Quanto maior fosse a mudanga na conformagao do seu perimetro, maior foi o valor na
leitura (L).

Os ossos foram medidos com paquimetro digital no sentido cranio-caudal e médio-
lateral e apos foi feita uma média de seu diametro (Figura 1B). Para fins de padronizagao
ficou estabelecido que comprimento do implante testado foi o dobro do diametro externo.
Também foi mensurada a espessura média da camada cortical 6ssea. Com todos esses dados

foi possivel calcular o volume de cada osso através da formula do cilindro oco que é:
V=1nx h x (R*-1)
Onde o significado de cada elemento é:

V: volume em cm’
m: 3,14159

h: altura (o comprimento)
R: Raio maior (metade do didmetro externo)
r: Raio menor (metade do didmetro interno)
Também foi realizado o alinhamento entre as porgdes superior e a inferior do cilindro
6sseo, de modo que o angulo reto formado entre o eixo maior ¢ a base fosse consistente com o
mesmo € a por¢ao superior.
Antes da realizagdo dos ensaios foi promovida a hidratacdo dos ossos em solucdo

fisiolodgica a 0,9% por um periodo de seis horas, quando foram mantidos em mel ou glicerina.

Figura 1 — Demonstrando a prensa de compressao axial marca Solotest e as
medi¢des realizadas com paquimetro digital no sentido cranio —
caudal e médio — lateral de fémures caninos.
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3.3 Avaliacdo bacterioldgica

Os ossos foram coletados de forma ndo asséptica, lavados com agua corrente em
profusdo e mantidos em Eppendorf esterilizado em todos os grupos. Para que houvesse
padronizacio das amostras foi estipulado que cada amostra medisse 8 mm’.

Foram constituidos trés grupos, cada um contendo 35 amostras. Um grupo foi
constituido por amostras recém coletadas e diretamente enviadas ao Laboratério de
Bacteriologia (LABAC) da UFSM (Byj.35)), outro onde os ossos foram mantidos em glicerina
por 30 dias (BG(35)) e um terceiro onde as amostras foram mantidas em mel pelo mesmo
periodo (BM(i.3s)).

As por¢des de ossos provenientes dos referidos caninos recém coletados foram
acondicionadas em microtubos estéreis sendo acrescido a eles, 500ul de agua peptonada
0,1%. Apds 30 segundos de agitacdo no vortex, 100ul da 4gua peptonada foram semeados em
placas de Agar Sangue e Agar Mac Conkey, ambas com o auxilio de espatula de Drigalsky.
As amostras foram entdo incubadas a 37°C durante 48 horas. Com relacdo aos segmentos
0sseos conservados os procedimentos foram os seguintes: semeadura de 100ul da glicerina e
do osso nos meios de cultura Agar Sangue e Agar Mac Conkey com auxilio de espatula de
Drigalsky. Os tubos contendo osso e mel foram submetidos ao banho-maria (37°C) por 2
minutos e em seguida, da mesma forma como aconteceu com o grupo da glicerina, semeados
para a pesquisa bacterioldgica. Todos os cultivos foram incubados a 37°C por 48 horas, sendo

posteriormente identificados a partir das caracteristicas tintorias e bioquimicas.

3.4  Avaliacao micologica

Quanto a coleta, a metodologia foi idéntica ao que aconteceu com os espécimes
enviados ao exame bacteriologico. Os ossos foram coletados de forma nao asséptica, lavados
com agua corrente em profusdo e mantidos em Eppendorf esterilizado em todos os grupos.
Para que houvesse padronizacdo das amostras foi estipulado que cada amostra medisse 8
mn’.

Foram constituidos trés grupos, cada um composto por 35 amostras. O primeiro grupo
(F(1-35)) foi constituido por amostras recém coletadas e diretamente enviadas ao laboratorio de

micologia (LAPEMI), outro onde os ossos foram mantidos em glicerina por 30 dias (FG;.35))

e um terceiro onde as amostras foram mantidas em mel pelo mesmo periodo (FM(j.3s)).



55

As amostras foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud dextrose,
acrescido de cloranfenicol, ficando incubadas a 300C, por um periodo de 30 dias, sendo
inspecionadas diariamente para visualizagdo de crescimento de colonias fungicas. Com o
objetivo de estimular a formagdo de estruturas fingicas para posterior caracterizacgao, as
coldnias que cresceram nas placas com Agar Sabouraud, foram repicadas para tubos contendo
agar batata, ficando incubados a 300C, durante 15 dias. Procedeu-se, entdo, a identificacdo do
fungo, avaliando-se as caracteristicas macro e micromorfologicas das colonias. As
caracteristicas macromorfolégicas consideradas foram: tempo de crescimento do fungo,
tamanho, cor e aspecto das colonias e presenca de pigmentos. J4, nas caracteristicas
micromorfoldgicas, considerou-se a morfologia e cor das hifas, e presengca de macroconideos
e microconideos.

A avaliagdo micromorfologica das colonias foi feita através do exame direto entre
lamina e laminula utilizando-se corante azul de algoddo e observagdo em microscopia Optica
em aumento de 40X. Nas colonias onde nao foi possivel realizar-se a identificagdo por meio

de exame direto, realizou-se a técnica do microcultivo.

3.5  Avaliacéo estatistica

O programa utilizado para avaliar estatisticamente os dados foi PRISM 4.0 for
Windows GraphPad, Califérnia. Os dados referentes a analise biomecéanica foram avaliados
através dos testes t pareado e regressdo linear entre volume (cm’) e carga (N), enquanto que o

estudo bacteriologico e micoldgico foram avaliados pelo teste Qui-quadrado.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Propriedades biomecanicas

Nos trés grupos avaliados foi verificado que os 0ssos que suportaram maior forga
compressiva em N por cm’ foi o grupo onde as diafises foram mantidas em glicerina por 30
dias. O segundo grupo mais resistente foi o do mel e o ltimo foi quando os ossos foram
colhidos a fresco. Cada grupo suportou em média por centimetro cubico, respectivamente,
6339,939 N/cm’, 5906,387 N/ecm® e 4888,532 N/em’. A dimensdo volumétrica de cada
amostra e a respectiva carga que cada uma suportou pode ser visualizada na Tabela 1.

Os ossos coletados a fresco, mantidos em mel ou glicerina 98% foram eleitos por
serem utilizados em ampla escala em procedimentos ortopédicos. GOLDBERG &
STEVENSON (1987) comentaram que o método que proporciona melhores resultados no que
diz respeito a biomecanica Ossea ¢ a colheita 4 fresco. Entretanto enxertos frescos tém
demonstrado serem insatisfatorios devido a resposta imunogénica e a lenta incorporagdo
decorrente. Métodos de preservacao e modificacdes nos enxertos tém sido desenvolvidas
visando diminuir a antigenicidade dos enxertos.

Apesar dos achados no presente estudo revelarem que o grupo de ossos coletados a
fresco suportou menor carga compressiva ndo infere que essa categoria Ossea seja menos
resistente que ossos conservados. O que aconteceu foi que no grupo da glicerina e do mel
foram usados ossos contralaterais de um mesmo animal, enquanto que no outro grupo foram
utilizados outros caninos. BRIANZA et al. (2006) comentaram que se for avaliada a
resisténcia de uma amostra 6ssea de volume padronizado, de animais de mesmas dimensdes e
pesos, entretanto de ragas diferentes, os valores ainda assim seriam diferentes. Isto ocorre
devido a geometria dssea distinta, pois, por exemplo, uma sec¢ao transversal mais cilindrica
ou mais ovalada e um canal medular mais estreito ou mais amplo influem de forma
importante para a resisténcia. No presente estudo foi verificado que matematicamente os
ossos do grupo controle eram maiores e suportaram maior carga em valores totais, porém
proporcionalmente suportaram menor carga compressiva por cm’. Pode ser inferido entdo que
no presente estudo os o0ssos menores foram mais resistentes, porém isto nao pode ser
extrapolado para outros estudos, e também nao afirma que 0ssos maiores sempre serdo menos
resistentes proporcionalmente, pois deve haver uma padronizagdo entre raca e tamanho para

que a comparacao seja confiavel.
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MELO et al. (1998) observaram que as caracteristicas bioldgicas de ossos conservados
em glicerina eram de um osso mais esbranquigado e quebradigo a manipulacao, sendo mais
pronunciadas nos implantes conservados por periodos mais longos. Para evitar que os
enxertos quebrassem os autores indicaram a reidratagdo, sendo que quanto maior o tempo
menos quebradico seria o osso. No presente estudo realizado na UFSM apenas poucas
amostras do grupo da glicerina apresentaram microfissuras (quatro 0ssos), porém apds a
hidratagcdo as mesmas visivelmente desapareceram.

LUCAS et al. (2001) compararam trés métodos de conservagdo de ossos, que foram o
congelamento, a glicerina e o mel. Os fémures foram mantidos por um periodo ndo inferior a
30 dias e apds foram submetidos a um ensaio compressivo destrutivo. Foi possivel verificar
que os 0ssos provenientes do grupo do mel eram significativamente mais resistentes do que o
dos outros meios, enquanto que a glicerina proporcionava até mesmo fraturas espontaneas nas
diafises femorais. Entretanto estes autores mantiveram o0s 0ssos inteiros € nao apenas
segmentos diafisarios como aconteceu na presente pesquisa.

A glicerina tem demonstrado ser um eficiente meio de conservacao de ossos (PINTO
JUNIOR et al., 1996; COSTA, 1996; MELO et al., 1998). Ela acarreta, todavia, problemas
relacionados as propriedades biomecanicas de o0ssos conservados nesse material, tornando-os
quebradicos e exigindo longo tempo de hidratacio (MELO et al., 1998), além de nao
promover uma esterilizacdo efetiva dos mesmos (MELO et al., 1998; DEL CARLO et al.,;
1999).

Outros métodos que causam efeito deletério sobre as propriedades biomecanicas de
0ss0s sdo a esterilizacdo por 6xido de etileno (JOHNSON & STEIN, 1988; WAGNER et al.,
1994) e a liofilizagdo (DEL CARLO et al., 1999). ALIEVI (2006), em estudo utilizando
fémures caninos, comentou que o mel, além de ser um adequado meio de conservacio, nao
causou fragilidade aos implantes 6sseos quando os mesmos foram perfurados e fixados a
placas metélicas. Deve ser salientado que, ao contrario do presente estudo, os achados foram
baseados em fatos subjetivos.

O periodo de hidratagdo eleito foi baseado em BECKMANN et al. (2005), que
avaliaram a resisténcia de diafises dsseas femorais conservadas em glicerina e submetidas a
diferentes periodos de hidratacdo anteriormente ao ensaio compressivo axial destrutivo. Os
ossos foram distribuidos em um primeiro grupo que nao foi submetido a nenhum processo de
hidratacdo e a outros trés grupos que foram hidratados por uma, seis, e 24 horas,
respectivamente. O grupo de seis horas foi o que apresentou melhores resultados no quesito

resisténcia.
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Um fator associado ao desempenho estrutural de um enxerto 6sseo ¢ a reidratagao do
mesmo antes do implante. Existem trabalhos que mostram tanto a diminui¢do (SEDLIN,
1966, KOMANDER, 1976) como o aumento (BURCHARDT et al., 1978;) da resisténcia a
compressdo de corpos de prova liofilizados e até mesmo a ndo alteracdo significativa desta
propriedade (PELKER et al., 1984; MALININ et al., 1989). Os estudos realizados por
CONRAD et al. (1993) ndao demostraram diferengas significativas quanto a forca de
compressdo entre enxertos 0sseos liofilizados reidratados por 24 horas e enxertos congelados,
porém no mesmo estudo, enxertos liofilizados ndo reidratados pareceram ser mais resistentes
a compressdo. Esta incerteza de comportamento levou DUARTE & SCHAEFFER, (2000) a
realizar um trabalho que apontou a relagdo direta entre a forca maxima de compressao
esperada e a razdo de deformacao ou rigidez do enxerto 0sseo, utilizando ossos liofilizados ou
congelados, independente do processo de armazenamento utilizado e da reidratagdo ou nao
do enxerto pré-ensaio. O tempo de reidratagdo de enxertos liofilizados mostrou, também, nao
desempenhar um papel significativo, sugerindo a ndo necessidade de reidratacdo durante o ato
cirirgico. No atual trabalho o periodo de hidratacdo de seis horas demonstrou ser eficiente e
importante, pois o aspecto ressecado no momento da retirada do osso do conservante
desaparecia ap0s esse tempo de imersao em solucao fisioldgica.

Neste trabalho foi utilizada solugdo fisioldégica a temperatura ambiente, pois
obviamente os 0ssos ndo seriam implantados em animais. SCHENA et al. (1984) e MELO et
al., (1998) hidrataram ossos em soro fisiolégico morno por longos periodos. ALIEVI (2006)
utilizou a hidratagdo prévia de ossos conservados em mel por um periodo de 15 minutos antes
de sua implantacdo em fémures caninos. Este autor relatou que o tempo de hidratagao,
utilizando solugdo salina morna, foi menor que o utilizado pelos autores anteriormente
citados. Mesmo assim os resultados foram satisfatdrios para a remog¢ao do meio conservante e
parcial impregnag¢do de fluidos no implante, haja visto que ndo houveram fissuras nem
fraturas durante o tempo de conservacao e nem na perfuracao por brocas e parafusos.

GAIGA (2002) avaliou o emprego de pinos absorviveis confeccionados a partir de
tibia e fibula canina e conservados em glicerina 98% ou mel, no tratamento de fraturas
transversais umerais de pombos domésticos. Ele constatou que o pino conservado em mel
apresentava mais facil manuseio que o mantido em glicerina, ja que esse era mais quebradigo
e de mais dificil confec¢do. Nao foram observados sinais clinicos de rejeicdo nem infec¢ao
em ambos os grupos, porém houve reabsor¢cdo mais rapida e menor resposta inflamatéria
quando os pinos eram mantidos em mel. Com isso foi possivel concluir que o mel foi superior

na manutengdo das caracteristicas biomecanicas de ossos quando comparado a glicerina.
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Entretanto o presente estudo biomecanico demonstrou ser necessario um periodo de
hidratacido bem maior para que a manipulagdo de ossos conservados em glicerina seja
satisfatoria.

WEIGEL (1993) comentou que a liofilizagdo exerce efeito deletério significativo
sobre a resisténcia 6ssea no que diz respeito a tor¢do e encurvamento, sendo indicada apenas
para enxertos trabeculares, corticotrabeculares ou ainda corticais de pequenas dimensdes.
COSTA (1996) citou que os ossos conservados em glicerina tornam-se mais frageis e
quebradicos, porém a diminui¢do da resisténcia ¢ um problema encontrado em todos os
métodos de conservacdo. DEL CARLO et al. (1999) relataram que os o0ssos conservados por
meio de glicerina ou autoclavados sofreram decréscimo de resisténcia devido a desidratagao e
desnaturacdo protéica, respectivamente.

WADSWORTH & HENRY (1981) comentaram que a resisténcia dssea de enxertos
mantidos sob o congelamento demonstrou que esse método foi adjuvante no insucesso de
alguns procedimentos ortopédicos realizados. Os autores utilizaram aloenxertos obtidos sob
condicdes de assepsia em sala cirurgica, esterilizados em autoclave e mantidos em freezer
doméstico (-15°C a -20°C) até a sua utilizagdo em cdes e gatos. Nos gatos, o percentual de
sucesso na osteointegragdo foi de 90%, devendo-se as fraturas dos enxertos a falha de 10%.
J& no caso dos cdes a taxa de sucesso foi de apenas 36%, atribuindo-se as falhas a ndo unido
do enxerto por formacao de seqiiestro dsseo, infeccao e fixagdo inadequada.

Uma das vantagens dos métodos de conservacao utilizados foi que o custo demonstrou
ser bastante acessivel e o processo de armazenagem revelou ser simples. SCHENA et al.
(1984) realizaram um estudo comparando autoenxerto mantido a fresco, aloenxerto fresco e
aloenxerto liofilizado mantido a -70°C na reconstrucao de falha ¢ssea diafisaria segmentar em
fémures caninos. Os enxertos foram fixados mediante o uso de placas e parafusos. Os
resultados permitiram concluir que o autoenxerto fresco € superior aos demais quanto ao
tempo de consolidacdo, embora o aloenxerto fresco também promova unido consistente.
Verificou-se que o processo de liofilizacdo fragiliza o enxerto, sujeitando o mesmo mais
facilmente a fraturas por compressdo, além da desvantagem representada pelo elevado custo
do equipamento e o longo tempo para o processamento do material.

JOHNSON & STEIN (1988) avaliaram aloenxertos frescos com segmentos 0sseos
esterilizados pelo oxido de etileno. Os autores relataram que aloenxertos dsseos corticais
esterilizados com o6xido de etileno na concentracdo de 12% e mantidos na temperatura de
22°C tornam-se bastante quebradicos, ocorrendo pequenas fissuras ou lascas durante a

preparagao para a fixacdo dos parafusos, o que exige um numero maior de 0ssos para
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substituir os danificados. Possivelmente se os autores tivessem hidratado os ossos por um
periodo de pelo menos seis horas os resultados seriam melhores.

WAGNER et al. (1994) reportaram a ocorréncia de dois casos de fraturas em
aloenxertos dsseos corticais conservados pelo 6xido de etileno, bem como o encurvamento
das placas que os fixavam. Apesar dos autores ndo justificarem a falha no método de
esterilizagdo, ndo houve instabilidade durante o periodo de observagao.

No presente estudo a glicerina foi comparada com o mel, porém outros autores
estudaram o comportamento deste agente com outros meios conservantes. Segundo ZILIOTO
et al. (2003), os implantes dsseos conservados em glicerina tornam-se menos resistentes que
os fragmentos Osseos frescos, podendo sofrer fraturas no momento da colocagdo dos
parafusos. Porém, esta queda na resisténcia também ocorre quando a conservagao ¢ feita por
congelamento. Para aumentar a resisténcia dos implantes dsseos, especificamente na técnica
preservadora do membro, o canal medular dos fragmentos 6sseos a serem implantados foram
preenchidos com poliuretana de mamona e fixados por meio de placas de compressao
dindmica, obtendo bons resultados no quesito resisténcia compressiva.

Deve ser levado em conta que o presente estudo foi realizado com ossos coletados de
cadaveres. Um dos problemas dos testes de avaliagao das propriedades biomecanicas ¢ que
estes sdo realizados in vitro; conseqiientemente sdo negligenciados os processos bioldgicos
aos quais o osso ¢ submetido in vivo. Tais processos seriam: a revascularizacdo, a
remodelacdo (PELKER et al.,1984), necrose do enxerto e algumas alteragdes bioquimicas do
colageno (KANG & KIM, 1993). Por isso, a maioria dos dados provenientes de avaliagdes
biomecanicas ao serem extrapoladas para a pratica clinica requer confirmagdes in Vivo,

necessitando de novos trabalhos.
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Tabela 1 - Resultado do volume em cm’ dos grupos nos quais os ossos foram conservados em glicerina (G), mel (M) e dos ossos avaliados a fresco (F) relacionados com a
carga (em Newton) que cada um dos ossos dos grupos suportaram. No final tem-se a relagdo Volume x Newton de cada grupo.

Grupo G volume G N G Grupo M volume M NM Grupo F volume F N F

gl 1,62559 12721,71 |ml 1,62561 10959,68 | f1 3,92071 10270,19
g2 1,79071 6240,59 | m2 1,79082 7267,07 | 2 1,84254 7359,01
23 1,03949 6439,69 | m3 1,03945 6822,74 | {3 1,50796 55674
g4 0,58258 5338,21 |m4 0,58251 3095,79 | 4 1,12155 5724,84
g5 0,39628 4564,96 | m5 0,39619 5260,89 | f5 0,91892 6746,13
26 0,48818 4688,68 | m6 0,48825 4487,64 | f6 1,9635 9810,53
g7 0,42412 3482,41 |m7 0,42415 3559,74 | {7 2,474 9963,75
g8 0,8405 7512,23 | m8 0,8401 6899,35| 8 0,83635 7052,57
29 1,64934 8120,71 | m9 1,64939 8278,33 |9 0,64139 5724,84
g10 2,14414 12108,83 [m10 2,14419 11802,39 | f10 2,73319 9963,75
gll 1,46869 8661,38 |ml1 1,46871 7512,23 | f11 1,37288 5879,49
gl2 1,58179 7588,84 | m12 1,58175 7971,89 | f12 1,62559 8431,55
gl3 0,63617 5879,49 |ml13 0,63612 5879,49 | f13 3,6521 11036,29
gl4 0,96057 5879,49 |m14 0,96052 6669,52 | f14 3,14316 9657,31
gl5 3,99912 12874,93 |m15 3,99917 8584,77 | f15 0,93946 4796,94
gl6 0,75448 7052,57 |m16 0,75451 6133,25|f16 1,80208 7895,28
gl7 0,56096 4023,69 |m17 0,56099 3559,74 | f17 1,34327 6133,25
gl8 0,76661 433299 I/m18 0,76657 3250,44 | f18 0,89535 659291
g19 1,07801 3405,09 | m19 1,07805 6286,47 | f19 2,34583 8278,33
220 0,69429 6746,13 | m20 0,69433 5260,89 | £20 1,50796 7895,28
g21 0,90323 6439,69 | m21 0,90321 7818,67 | 21 0,98696 5724,84
g22 1,95093 11342,73 | m22 1,95095 7665,45 | 22 1,48044 7895,28
g23 0,98696 7818,67 | m23 0,98689 4951,59 |23 0,66765 5415,54
224 0,79168 5260,89 | m24 0,79171 6592,91 | 24 1,1365 6034,14
225 0,50822 5260,89 | m25 0,50817 4642,29 |25 1,24407 7971,89
226 1,20468 5567,4 | m26 1,20472 7052,57 | £26 0,84446 5910,42
227 1,64934 8814,6 |m27 1,64929 8431,55| 127 0,8405 5647,51

Continua...
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228 2,0071 10959,68 | m28 2,0065 11419,34 | £28 1,43498 9657,31
229 2,76313 10116,97 |m29 2,76309 9274,26 | 29 1,89344 9810,53
230 1,42616 11266,12 | m30 1,42621 7971,89 130 1,79699 9504,09
g31 0,68041 5879,49 I m31 0,68035 4178,34 | 131 0,96057 5802,16
g32 0,44485 4796,94 | m32 0,44479 3869,04 | {32 0,49009 4796,94
233 0,71063 4487,64 | m33 0,71058 4874,26 |33 1,45318 6592,91
g34 0,74022 5260,89 | m34 0,74018 5724,84 |34 1,33807 8048,5
235 0,82158 6822,74 | m35 0,82164 6034,14 135 1,29176 6133,25
236 0,63632 4642,29 |m36 0,6367 4487,64 |36 2,45044 7205,79
g37 0,75197 6286,47 | m37 0,75191 6034,14 | {37 2,06365 11189,51
238 0,68787 6286,47 | m38 0,68795 5724,84 | {38 2,73319 15556,28
239 1,44199 5879,49 |m39 1,44192 6899,35 139 1,26806 8891,21
240 2,41023 11495,95 | m40 2,41017 11342,73 | f40 1,14555 6332,43
g4l 0,71063 3559,74 | m41 0,71068 3869,04 | {41 1,38299 9550,05
g42 1,07801 9197,65 | m42 1,07795 7971,89 |42 1,54887 7282,4
g43 1,07801 8737,99 | m43 1,07809 8891,21 |43 2,30195 7052,57
g44 1,38431 9963,75 | m44 1,38427 9657,31 | f44 2,0071 9121,04
g45 0,53087 6439,69 | m45 0,53092 4023,69 | {45 1,60949 7282,4
g46 0,56077 6945,96 | m46 0,56082 6363,08 | f46 0,73287 3714,39
g47 0,41017 4332,99 | m47 0,41015 4023,69 | {47 0,79149 55674
g48 1,24426 10883,07 | m48 1,24431 9044,43 | {48 0,48617 5106,24
249 0,63617 4951,59 | m49 0,63614 4487,64 | {49 0,88656 6363,08
250 0,79168 4023,69 | m50 0,79172 4487,64 | £50 0,89535 5260,89
Total 55,424 351384,8 55,42336 327351,8 76,75118 375200,6
rel VxN 6339,939 5906,387 4888,532
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4.2  Glicerina como agente bactericida e fungicida

A manutengao da esterilidade ¢ preocupagdo fundamental, qualquer que seja o método
de conservacao (SLATTER, 1998).

PIGOSSI (1964) efetuou estudo experimental de implante ortotopico de dura-mater
homogena, conservada em glicerina. Segundo esse autor a glicerina desidrata o tecido
substituindo a maior parte de dgua intracelular. Entretanto, ndo altera a concentragdo idnica
das células, atuando como eficaz protetor da integridade celular. Pela avaliag@o histoldgica do
implante, o pesquisador constatou auséncia de processo inflamatério agudo, o que assegura a
esterilidade do produto e a auséncia de antigenicidade. No atual estudo utilizando caninos a
glicerina isoladamente como meio conservante, foi semeada em Agar Sangue e ndo houve
crescimento bacteriano, porém nao pode ser afirmado que se encontrou estéril, pois poderia
haver a presenc¢a de outros agentes microscopicos.

Foi possivel verificar no presente estudo que das 35 amostras analisadas no exame
bacteriologico 16 apresentaram contaminag¢do quando avaliadas no momento da coleta e a
glicerina foi capaz de inibir o crescimento bacteriano em 14 espécimes. PIGOSSI (1967)
realizou pesquisa sobre a ag¢do anti-séptica e antigénica da glicerina na conservagao de dura-
mater humana e de caninos. Concluiu que a glicerina reduz a antigenicidade de pecas nela
conservadas e, que além de outras propriedades, ela ¢ um agente desidratante de atuagdo
rapida e age como poderoso anti-séptico de amplo espectro de acao.

PINTO JUNIOR et al. (1996) comentaram que a glicerina, mesmo sem ser processada
ou esterilizada apresenta atividade antifungica. No atual estudo micologico foi verificado que
das 35 amostras obtidas e analisadas no momento da coleta, oito apresentaram contaminagao
por fungos e que a glicerina foi eficiente em eliminar todos esses agentes.

Os resultados das avaliacdes bacteriologicas e micoldgicas da glicerina podem ser
visualizados nos Quadros 1 e 2.

PIGOSSI et al. (1971) pesquisaram a agao bactericida da glicerina, realizando testes
em pecas de dura-mater espontaneamente contaminadas e testes In Vvitro, adicionando a
glicerina, a mais ou menos 98%, inoculos de colonias de diversos microorganismos
escolhidos principalmente entre os patégenos mais prevalentes na rotina médica como
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, Micrococcus spp, Staphylococcus aureus
entre muitos outros. Entretanto no atual estudo realizado com segmentos 6sseos os agentes

encontrados na maior parte foram contaminantes ambientais, tal como Bacillus spp. e Coccus

spp.-
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MELO et al., (1998) avaliaram de forma bacteriologica aloenxertos Osseos
conservados em glicerina e observaram o crescimento de microorganismos em 21,4% das
amostras de segmentos Osseos. Staphyloccocus intermedius e Staphyloccocus spp. foram os
agentes encontrados. O resultado sugere que a glicerina ndo permitiu o crescimento, mas
também ndo eliminou as bactérias presentes nos 0ssos. Os achados deste autor nao concordam
com o que foi encontrado no presente estudo com diafises femorais, pois em 45,71% das
amostras recém coletadas houve presenca de contaminagdo e ap6s os 30 dias de conservagao
somente 5,71% permaneceram contaminadas, demonstrando a agdo bactericida da glicerina.

Uma grande vantagem encontrada foi que para todo o experimento realizado foi
necessario somente um litro de glicerina e o processo de armazenagem foi bastante simples,
concordando com CAVASSANI et al., (2001), os quais comentaram que a evidéncia da
preservacdo da atividade osteogénica de fragmentos dsseos pela glicerina possibilita que
bancos de ossos destinados a enxertia estoquem fragmentos de matriz dssea mineralizada ou
matriz 6ssea desmineralizada em lugar de pecas integras e grandes, otimizando a utilizagao de
espaco de armazenamento e a quantidade de glicerina.

Foram realizados experimentos com um banco de ossos preservados em glicerina,
confirmando ser este um método de preservagao simples, barato e bactericida, pois é possivel
armazenar 0s 0ssOS imersos em glicerina a temperatura ambiente, ndo sendo necessario o
congelamento e outros métodos lesivos (SCHENA & MCURNING, 1983; BLOOMBERG et
al., 1984; HART et al.,, 1984); esta ¢ outra vantagem da utilizacdo da glicerina, pois
armazenando-se a temperatura ambiente ndo ha formacdo de cristais intra e extracelulares,
além de alteragdes eletroliticas deletérias as células e potencialmente destrutivas a matriz
Ossea. Seu efeito asséptico na conservagdo de tecido Osseo deve-se particularmente as suas
propriedades fisicas (SCHENEIDER & MAZUR, 1984), e, portanto ndo ha problema quanto
ao fendmeno da resisténcia bacteriana, assim como ocorre com o tiomersal.

Os ossos conservados em glicerina foram mantidos por um periodo de 30 dias, porém
alguns autores avaliaram este e outros métodos por maior tempo, tal como o 6xido de etileno
como meio de conservagdo de fragmentos 6sseos (PHILLIPS et al, 1988; ROE et al., 1988;
JOHNSON et al., 1992; TSCHAMALA et al., 1994; WAGNER et al.,, 1994; PINTO
JUNIOR, 1995). Porém sua viabilidade é questionavel apos 32 semanas de estocagem, sendo
que o periodo maximo de estocagem aceitavel ¢ de seis a 18 meses.

GIOSO et al. (2002) inferiram que a glicerina também ¢ um meio de preservacao
simples, barato e asséptico, tal como o tiomersal, ¢ o substitui com sucesso. Pelo trabalho

anteriormente citado pode-se constatar que a glicerina € capaz de conservar o tecido 6sseo
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por um prazo de nove anos de armazenamento (108 meses aproximadamente), superando o
oxido de etileno neste aspecto. Levando-se em consideracdo que o nuimero de amostras
positivas para crescimento microbiano foi estatisticamente muito pequeno em comparacao
com as amostras negativas, deve-se considerar, portanto, a glicerina como um excelente meio
de conservacdo de tecido Osseo, mantendo o tecido isento de microorganismos por um
periodo de até nove anos.

Algumas formas esporuladas dos agentes apresentados foram encontradas no presente
estudo. GIOSO et al. (2002) trabalharam com ossos conservados em glicerina a 98%, por
nove anos. Através de testes microbioldgicos foram pesquisadas bactérias, nas epifises e no
canal medular e ndo foi encontrado um numero estatisticamente significativo para que
interferissem na enxertia dssea. A flora bacteriana presente no implante bioldgico de tendao
calcdneo comum apds a ac¢do da glicerina a 98% foi avaliada e este meio segundo
KRAUSPENHAR (2003) previne a proliferacao bacteriana.

Para PIGOSSI et al. (1971) embora a glicerina seja um poderoso anti-séptico ela nao
atua sobre algumas formas esporuladas mais resistentes. Apesar da glicerina ter apresentado
bom efeito bactericida, algumas bactérias permaneceram viaveis, porém a maior parte dos
agentes encontrados ndo eram de cardter patogé€nico. Isso explica porque, em estudos
experimentais, a glicerina mostrou ser um meio adequado para a conservagdo de implantes
Osseos, obtendo altos indices de incorporagdo, tal como quando foram reconstruidas com
sucesso as porgdes diafisdrias de ossos longos substituidas por segmentos corticais
conservados em glicerina, sendo todos os procedimentos realizados em caninos (PINTO

JUNIOR et al., 1996; COSTA, 1996; MELO et al., 1998).

4.3  Mel como agente bactericida e fungicida

Foi possivel verificar que das 35 amostras analisadas no exame bacterioldgico
coletadas a fresco, 16 apresentaram contaminacdo. Nas 35 amostras avaliadas
bacteriologicamente foi evidenciada a presenga de Bacillus spp. no mel, pois o meio de
cultura encontrava-se contaminado por esse agente. Também houve o crescimento de Coccus
spp. em dois casos e Proteus spp. em uma amostra. Dessa forma houve crescimento
bacteriano em todas as amostras.

No atual estudo micoldgico foi verificado que das 35 amostras obtidas e analisadas no
momento da coleta oito apresentaram contaminagdo por fungos e que o mel foi eficiente em

eliminar apenas trés agentes, permanecendo cinco fungos. Dessa forma o mel ndo foi 100%
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eficiente como fungicida, ao contrario do que aconteceu com a glicerina. Alguns desses

agentes encontrados no mel podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 — Exemplo de agentes encontrados. Na foto A tem-se o crescimento de um bacilo
enquanto que na foto B, é possivel observar a presenga de Aspergillus niger, os
quais estavam presentes nos ossos conservados em mel.

Os resultados das avaliagdes bacteriologicas e micologicas do mel podem ser
visualizados nos Quadros 1 e 2.

Baseando-se no fato anteriormente citado pode ser inferido que ndo se pode considerar
o mel como substancia livre de patogenos. POSTMES et al. (1993) comentaram que o mel
nao pode ser tratado como substancia estéril, sendo necessaria a analise microbiologica antes
de ser utilizado com propositos para a conservacao de materiais bioldgicos ou uso terapéutico
em seres vivos. SUBRAHMANYAM (1993) utilizou mel resfriado a 4°C para o
armazenamento de enxertos de pele, porém realizou exames laboratoriais para verificar a
auséncia ou nao de bactérias. POSTMES et al. (1993) ainda citaram como alternativa o uso de
irradiagdo para promover a esterilizacdo de mel contaminado. RAGAZANI (2004) realizou
um estudo que teve por objetivo verificar a qualidade microbioldgica do mel comercializado
em alguns estados brasileiros (SP, MG, GO, CE, MT, SC). Cem amostras de méis oriunda dos
referidos locais foram submetidas a andlise laboratorial. Como resultado 7% foram positivas

para Clostridium botulinum; 2% para Staphylococcus aureus coagulase positivo e 5% para
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Staphylococcus spp. coagulase negativo; bolores ¢ leveduras encontraram-se fora dos padrdes
recomendados pela legislagdo brasileira. Nenhuma amostra revelou a presenca de Escherichia
coli, Salmonella spp., Shigella spp.. Concluiu-se ser importante avaliar a qualidade
microbioldgica do mel, sobretudo a presenga destes microrganismos uma vez que podem ser
veiculadores de toxiinfeccdo alimentar, e principalmente causar o botulismo infantil, que
representa um alto risco a satide do consumidor infantil, principalmente aqueles menores de
um ano de idade, faixa etaria em que a incidéncia ¢ maior devido as caracteristicas especificas
absortivas do trato digestorio destes individuos.

O mel utilizado foi submetido a analise de umidade e foi verificado um percentual de
18,2%, estando em conformidade com a literatura. LENGLER (1999) comentou que um
componente do mel que representa fator limitante na sua estocagem ¢ a dgua. Devido a sua
alta higroscopicidade, o mel apresenta facilidade em absorver e ceder 4gua. Mel com umidade
superior a 25% fermentara com facilidade. Em geral o contetido de dgua do mel varia de 13%
a 25%, aquele que apresenta umidade inferior torna-se dificil de ser manipulado, mas presta-
se para ser misturado com outros méis. Quando o armazenamento acontecer em ambiente com
umidade relativa do ar superior a 60% a agua ¢ absorvida; quando a estocagem ¢ feita em
ambiente com umidade relativa inferior a essa porcentagem ele libera agua.

Através de exames laboratoriais foi possivel comprovar que o mel utilizado era
completamente natural, ndo apresentando nenhum tipo de adulteragdo. O mel ¢ um produto
natural elaborado pelas abelhas (Apis mellifera e Meliponideos), sendo que para a produgao
do mesmo elas extraem o néctar das flores, transformam e combinam com substincias
proprias armazenando em favos, em suas colméias. O mel possui uma baixa atividade de dgua
o que dificulta o desenvolvimento microbiano, porém na sua manipulacdo as vezes aumenta
esta atividade de agua, propiciando o desenvolvimento de bactérias como Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella spp., e ocasionalmente Staphylococcus aureus coagulase positivo, e
esporos de Clostridium botulinum que, em condigdes ideais, podem germinar e serem agentes
causadores do botulismo infantil (RAGAZANI, 2004).

Amostras de mel foram avaliadas para encontrar a atividade de agua e foi obtido um
valor de 0,645, ou seja, um pouco mais alto do que o preconizado pela literatura.
ANGERAMI (1991) comentou que o mel pode eventualmente fermentar devido ao
desenvolvimento de leveduras osmofilas, capazes de se desenvolver nele. As leveduras
normalmente estdo presentes no mel, mas s6 se desenvolvem se encontram condi¢des de
umidade e de temperatura adequadas. O mel pode eventualmente absorver umidade do

ambiente, contribuindo para que a sua fermentacao ocorra. O segredo disso esconde-se por
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detras da sigla Aa, que significa atividade de agua. O mel ¢ um composto de baixa Aa.
Alimentos com Aa igual ou superior a 0,85 apresentam uma facilidade para o
desenvolvimento de varios microorganismos, entretanto o mel apresenta 0,6 ou menos dessa
atividade. Geralmente as bactérias s3o mais exigentes na quantidade de 4gua do que os fungos
para que ocorra o seu desenvolvimento.

Durante o periodo em que o presente estudo foi realizado, devido as condigdes
climaticas deste estado, houve uma grande variagcdo de temperatura e umidade, o que pode ter
afetado as propriedades do mel, visto que esse mel ndo foi armazenado em temperatura
constante. LENGLER (1999) comentou que um fator importante na estocagem do mel ¢ a
temperatura, pois as oscilagdes tanto podem causar mudangas na sua composi¢ao fisica como
quimica. Temperaturas acima de 20°C podem destruir enzimas e o mel torna-se mais escuro.
Mesmo no mel cristalizado quando em ambiente com temperatura superior a 20°C a parte
superficial pode tornar-se liquida, ocasionando em muitos casos a fermentacdo. A estocagem
deve ocorrer entre 10 e 11°C, em ambiente com umidade relativa do ar abaixo de 60%. O mel
com umidade inferior a 17,1% independentemente do grau de contaminacdo ndo fermentara
em 12 meses. Com umidade de 17,1 a 18% com a presenca de até 1000 esporos de levedura
por grama de mel também ndo fermentara por esse periodo e quando a umidade for superior a
19% com apenas um esporo de levedura haverd fermentagdo antes dos 12 meses.

As amostras do meio conservante mel foram periodicamente testadas e ndo foi
avaliada a presenca de fungos. SCHUCH et al. (2003) realizaram um trabalho que objetivou
detectar presenca de esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae em produtos de um
entreposto do interior do Estado do Rio Grande do Sul, para a identificagdo de possiveis
fontes de contaminagdo e a avaliagdo da possibilidade da transferéncia de esporos para
colméias de apidrios adjacentes a partir de produtos importados contaminados. Foram
analisados mel e poélen importados disponiveis no entreposto, favo do ninho (crias, pélen e
mel) colhido de uma colméia sadia, mel estocado em um dos apidrios e abelhas adultas. Os
resultados foram positivos na presenga dos referidos esporos em relagdo ao mel e polen
importados, a trés grupos de abelhas adultas e ao mel do favo.

O mel utilizado foi obtido através de arvores silvestres e sendo da procedéncia de um
unico produtor, sendo que para a realizacdo do estudo foram necessarios dois quilos deste
produto. GREENWOOD (1993) relatou que méis oriundos de diferentes floradas possuem
maior ou menor grau de a¢do sobre germes, além de atuar de forma seletiva em alguns casos,
nao destruindo um agente que o de outra florada destruiria. POSTMES et al. (1993)

comentaram ainda que ¢ muito importante o tipo de florada em que o mel foi obtido, sendo de
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menor importancia o grau de dilui¢do desse material. Em um estudo utilizando o método de
diluigdo em agar e tendo como agente Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginoa e
Escherichia coli, foi considerado que o produto originario de floradas de limeira demonstrou
maior e mais ampla atividade bactericida do que aqueles originarios de floradas de outras
arvores frutiferas e de acédcia. Nao houve crescimento de nenhum dos microorganismos
anteriormente citados quando foi utilizado o mel obtido pela limeira.

O fato de um determinado tipo de mel possuir maior poder antimicrobiano do que o de
outra florada ¢ explicado por IOIRISH (1981) e GREENWOOD (1993), que comentaram que
essas flores possuem diferentes substancias antimicrobianas e conforme o tipo de mel a ser
produzido pelas abelhas também apresentardo diferentes graus de atividade germicida.

IOIRISH (1981) relatou que o mel preserva os produtos organicos da decomposi¢do
ndo somente porque isola do ar ambiente, mas também porque possui acido formico, outro
produto derivado da secre¢ao das abelhas. Comentou ainda que foi verificado através de
exames laboratoriais que as substancias bactericidas existentes no mel tinham como origem
ndo apenas o néctar ou polen de flores, mas também um produto secretado através das
proprias abelhas.

Os unicos agentes bacterianos encontrados nas amostras periodicamente enviadas ao
exame bacteriologico do mel na presente pesquisa foram bacilos. POSTMES et al. (1993)
comentaram que muitas vezes sdo encontrados bacilos ndo patogénicos em diferentes tipos de
méis, entretanto também ¢ evidenciada, por vezes, a presenca de esporos clostridiais que
podem vir a causar botulismo e gangrena. Os mesmos autores comentaram ainda que o mel
utilizado para propdsitos de conservagao de tecidos deve ser obtido através de colméias livres
de pesticidas e antibiodticos, como a tetraciclina, pois estes produtos podem apresentar-se de
forma residual nos méis. Também citaram que ¢ importante a remocao de qualquer fra¢do de
sangue, pois comprovaram, através de exames laboratoriais, que a adi¢do de 5% de sangue
ovino ao mel apresentou como resultado completa inibi¢ao da atividade antibacteriana.

Assim como preconizado por MATHEWS & BINNINGTON (2002), o mel utilizado
nesse experimento ndo foi submetido ao processo de pasteurizagcdo e nenhum outro tratamento
de esterilizagdo, pois segundo os autores tais procedimentos poderiam afetar-lhe suas
propriedades antimicrobianas.

Conforme POSTMES et al. (1993), o mel utilizado com propdsitos medicinais deve
ser sempre submetido a analise microbioldgica antes de sua utilizagdo, pois pode conter

esporos clostridiais, podendo causar posteriormente botulismo ou gangrena.



70

Uma alternativa eficiente seria submeter o mel a esterilizagao mediante radiagao gama
(CHAPMAN & VILLAR, 1992), o que nao afeta sua atividade bactericida (MOLAN &
ALLEN, 1996). Neste experimento, porém, optou-se por nao esteriliza-lo, para afastar o risco
de tornar inativa alguma substincia essencial a sua qualidade de composto conservante.
Endente-se necessaria a realizagdo de estudos para avaliar a conservacao de tecido 6sseo em
mel submetido a esterilizagao via radiacdo gama.

Apesar das propriedades antimicrobianas do mel, MSCHIVIDOBADSE (1978),
submeteu os implantes 6sseos a esterilizagdo utilizando formaldeido diluido na concentragao
de 1% e posteriormente mantidos em solu¢do contendo 50% de mel. Todavia, tal projeto foi
realizado a mais de 25 anos quando as bases cientificas acerca das propriedades do mel ainda
eram bastante frageis e, como os implantes foram obtidos em condi¢cdes ndo estéreis e eram
aplicados em seres humanos, exigiam-se cuidados minimos de assepsia para ndo submeter o
paciente a riscos possivelmente fatais.

Baseando-se no fato de que houve a presenga de agentes infecciosos, ainda que nao
patogénicos, 0ssos conservados nesse agente e posteriormente implantados devem ser imersos
em substancia degermante e os animais receptores necessitam antibioticoterapia. ALIEVI
(2006) realizou com sucesso a reconstru¢do da diafise femoral de caninos utilizando
implantes 0sseos corticais conservados em mel por um periodo de 28 dias e fixados por placas
compressivas e parafusos. Em tal estudo foi utilizada antibiotico profilatico, pois, conforme
SMITH (1998), em todos os procedimentos ortopédicos onde houver material implantado
deve ser utilizada tal medicacdo. A cefalexina foi eleita para este fim devido ao fato de
possuir amplo espectro, rapida concentracao tecidual maxima e boa penetragdo Ossea,
caracteristicas importantes segundo o autor. Além dessas, também foi considerada sua
cdmoda via de administrag@o, o longo intervalo entre cada administracdo e o baixo custo.

O congelamento ¢ um meio de armazenamento amplamente utilizado em Medicina
Veterinaria no que diz respeito a armazenagem de segmentos 6sseos (DUELAND et al.,
1989). Apesar disso, o risco da permanéncia de alguns agentes infecciosos vidveis (bactérias
e/ou fungos) quando se utiliza o congelamento como método de conservacdo ¢ presente
(KERVIN et al., 1991). Os resultados obtidos em diferentes estudos tém sido satisfatorios,
mas o método exige equipamento especializado para manter a temperatura sempre de forma
constante, energia elétrica e ampla area para a permanéncia dos refrigeradores, o que dificulta
sua utilizagdo em hospitais veterinarios e em algumas clinicas e hospitais. Por outro lado, a

formagdo de um banco de ossos utilizando o mel como meio de conservagdo dispensa tais
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necessidades, tornando assim a sua utilizagdo muito mais acessivel aos profissionais
envolvidos com tal tipo de procedimento.

Os recipientes contendo ossos conservados em mel foram mantidos em local com
temperatura amena e longe da luz solar direta, porém ndo houve isolamento total de luz.
MATHEWS & BINNINGTON (2002), recomendaram, porém, que haja um bloqueio
completo de luz nos frascos contendo os implantes dsseos e que eles sejam mantidos em local
com temperatura amena, pois tanto a luz como as altas temperaturas podem afetar as
propriedades conservantes do mel

Nao houve a manutencdo de uma temperatura fixa no atual estudo, visto que a
armazenagem ocorreu em temperatura ambiente, o que obviamente permitiu oscilagdes.
GUPTA (1977) avaliou a preservacdo da pele de cobaios (Cavia porcellus) conservadas em
mel, autoclavado ou ndo, a temperatura ambiente ou a 4°C. Ao final de seis semanas, tanto no
mel esterilizado quanto naquele que nao foi submetido a autoclavagem mantido a 4°C, 90%
das amostras encontravam-se adequadamente preservadas. Nas amostras conservadas em
temperatura ambiente foi obtido 100% de eficacia. Nao foram observados sinais de autolise
em nenhuma das amostras, mas elas apresentavam aspecto compacto e denso, o que foi
justificado pela acdo higroscopica do mel. Apesar de ndo ser utilizada tal técnica na pratica, o
autor comentou que o implante, mesmo nao sendo material viavel, poderia ser comparado a
um implante liofilizado, proporcionando cobertura temporaria a feridas, prevenido a dor e
perda de fluidos e também agindo como agente antimicrobiano.

SUBRAHMANYAM (1993) preservou segmentos de pele em mel ndo processado,
nao diluido e estéril em diferentes temperaturas. Um grupo foi mantido em temperatura
ambiente e o outro a 4°C. O autor verificou que quando os espécimes eram removidos do
meio conservante a consisténcia era firme e a coloragdo era amarela escurecida, voltando a
coloragdo e texturas normais apds o periodo de hidratacdo em solug¢do salina estéril. No
presente estudo com ossos também foi possivel verificar essas evidéncias com relagdo a

coloragao e textura.



ISOLADO| M ISOLADO| G ISOLADO

Bl cocus spp.| BMI bacillus spp.| BGI1 Ausente
B2 bacillus spp.| BM?2 bacillus spp.| BG2 Ausente
B3 bacillus spp., coccus spp.| BM3 bacillus spp.| BG3 Ausente
B4 Ausente| BM4 bacillus spp.| BG4 Ausente
B5 Ausente| BMS bacillus spp.| BG5S Ausente
B6 Ausente| BM6 bacillus spp.| BG6 Ausente
B7 Ausente| BM7 bacillus spp., coccus spp. BG7 Ausente
B8 bacillus spp., coccus spp.| BMS bacillus spp.| BGS Ausente
B9| bacillus spp., diplococcus spp.| BM9 bacillus spp.| BG9 Ausente
B10 bacillus spp.| BM10 bacillus spp.| BGI10 Ausente
B11 bacillus spp.| BM11 bacillus spp.| BGI11 Ausente
B12 bacillus spp.| BM12 bacillus spp.| BG12 Ausente
B13 coccus spp.| BM13 bacillus spp.| BG13 Ausente
B14 Ausente| BM14 bacillus spp.| BG14 Ausente
BI15 bacillus spp.| BM15 bacillus spp.| BGI15 Ausente
B16 bacillus spp., coccus spp.| BM16 bacillus spp.| BG16 Ausente
B17 bacillus spp.| BM17 bacillus spp.| BG17 Ausente
B18 Ausente| BM18 bacillus spp.| BGI18 Ausente
B19 Ausente| BM19 bacillus spp.| BG19 Ausente
B20 Ausente| BM20 bacillus spp.| BG20 Ausente
B21 Ausente| BM21 bacillus spp.| BG21 Ausente
B22 Ausente| BM22 bacillus spp.| BG22 Ausente
B23 Ausente| BM23 bacillus spp.| BG23 Ausente
B24 Ausente| BM24 bacillus spp.| BG24 Ausente
B25 Ausente| BM25 bacillus spp.| BG25 Ausente
B26 Ausente| BM26 bacillus spp., proteus spp.| BG26 Ausente
B27 Ausente| BM27 bacillus spp.| BG27 Ausente
B28 Ausente| BM28 bacillus spp., coccus spp.| BG28 Ausente
B29 bacillus spp., coccus spp.| BM29 bacillus spp.| BG29 bacillus spp., coccus spp.
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B30 coccus spp.| BM30 bacillus spp.| BG30 COCCUS spp.
B31 coccus spp.| BM31 bacillus spp.| BG31 Ausente
B32 coccus spp.| BM32 bacillus spp.| BG32 Ausente
B33 Ausente| BM33 bacillus spp.| BG33 Ausente
B34 Ausente| BM34 bacillus spp.| BG34 Ausente
B35 Ausente| BM35 bacillus spp.| BG35 Ausente

Quadro 1 - Os grupos dos ossos examinados a fresco (F), conservados em mel (M) e os ossos conservados em glicerina (G), além dos agentes que foram isolados através
dos testes realizados em Agar sangue. Avaliagdo bacteriologica.
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F ISOLADO M ISOLADO G ISOLADO
F1 Alternaria spp. FM1 Auséncia FG1 Auséncia
F2 Auséncia FM2 Thermomyces spp. FG2 Auséncia
F3 Penicillium spp. FM3 Auséncia FG3 Auséncia
F4 Fusarium spp. FM4 Auséncia FG4 Auséncia
F5 Auséncia FM5 Auséncia FG5 Auséncia
F6 Auséncia FM6 Auséncia FG6 Auséncia
F7 Auséncia FM7 Auséncia FG7 Auséncia
F8 Auséncia FMS8 Auséncia FGS8 Auséncia
F9 Auséncia FM9 Auséncia FG9 Auséncia

F10 Trichoderma spp. FM10 Auséncia FGI10 Auséncia
F11 Auséncia FM11 Auséncia FG11 Auséncia
F12 Auséncia FM12 fungo fil. s/ identif. FGI12 Auséncia
F13 Cladosporium spp. FM13 Auséncia FG13 Auséncia
F14 Auséncia FM14 Auséncia FG14 Auséncia
F15 fungo fil. s/ identif FM15 Auséncia FG15 Auséncia
F16 Auséncia FM16 Aspergillus niger. FG16 Auséncia
F17 Phoma spp. FM17 Auséncia FG17 Auséncia
F18 Auséncia FM18 Chaetomium spp. FG18 Auséncia
F19 Auséncia FM19 Auséncia FG19 Auséncia
F20 Auséncia FM20 Auséncia FG20 Auséncia
F21 Auséncia FM21 Auséncia FG21 Auséncia
F22 Auséncia FM22 Auséncia FG22 Auséncia
F23 Auséncia FM23 Auséncia FG23 Auséncia
F24 Auséncia FM24 Auséncia FG24 Auséncia
F25 Auséncia FM25 Auséncia FG25 Auséncia
F26 Auséncia FM26 Auséncia FG26 Auséncia
F27 Auséncia FM27 Auséncia FG27 Auséncia
F28 Auséncia FM28 Auséncia FG28 Auséncia
F29 Auséncia FM29 Auséncia FG29 Auséncia
F30 Auséncia FM30 Auséncia FG30 Auséncia
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F31 Auséncia FM31 Auséncia FG31 Auséncia
F32 Auséncia FM32 Auséncia FG32 Auséncia
F33 Auséncia FM33 Auséncia FG33 Auséncia
F34 Auséncia FM34| Syncephalastrum spp. FG34 Auséncia
F35 Rhodotorulla spp. FM35 Auséncia FG35 Auséncia

Quadro 2 - Os grupos dos ossos examinados a fresco (F), conservados em mel (M) e os ossos conservados em glicerina (G), além dos agentes que foram isolados através dos

testes realizados em Agar Saboraud. Avaliagio micoldgica.
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4.4  Avaliacao estatistica

4.4.1 Ensaios biomecanicos

No teste t pareado foi estipulado que o grupo onde os ossos foram mantidos em
glicerina possuiam as mesmas dimensodes volumétricas do grupo onde o mel foi utilizado, pois
nao houve diferenca estatistica nestas medidas, visto que eram ossos contralaterais de um
mesmo animal. Dessa forma foi possivel comparar de forma confidvel as médias de carga (N)
que cada grupo suportou. A média do grupo da glicerina foi de 7027,7N , com desvio padrao
de 2630,7, para mais ou para menos ¢ a do mel foi 6547,0N, com desvio padrao de 2256,7,
para mais ou para menos. Isto significa que houve diferenga significativa, assim sendo, sao
dois grupos diferentes estatisticamente, pois o valor obtido foi P =0,0155. Levando-se em
consideracdo que qualquer resultado onde P for menor que 0,05 representa resultado
significativo, foi possivel verificar que os ossos conservados em glicerina suportaram um
esforco maior que os ossos mantidos em mel.

No teste de regressao linear também foi evidenciado que o grupo da glicerina foi mais
eficiente na manutencdo da resisténcia do que o agente mel. Isto pode ser evidenciado pela
Tabela 2 e pela Figura 3, onde a reta azul (glicerina) se encontra sobre a reta vermelha (mel),
demonstrando que existe diferenca significativa da relacdo volume versus resisténcia a favor
do grupo onde os ossos foram mantidos em glicerina a 98%. A presente avaliagdo também
demonstrou que quanto proporcionalmente maior for o volume estudado, sempre a glicerina

ira suportar maior esforco compressivo axial.

Tabela 2 - r significa o coeficiente de regressdo, r° coeficiente de regressdo linear, y= a+bx equacio de
regressdo linear, a € a constante onde a reta encosta em N e b € o slope, que € a inclinagdo das retas no
grafico, onde mostra que a glicerina foi mais eficiente que o mel

CONSERVANTE n r r Y=a+b.x

MEL 50 0,74 0,55 Y =3878 + 2,407 x

GLICERINA 50 0,78 0,60 Y =3767 +2,490.x
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Figura 3 — Grafico da regressdo linear entre mel e glicerina em
relagdo ao volume versus resisténcia dos 0ssos

4.4.2 Avaliacao bacteriologica

Na avaliagdo estatistica dos achados bacteriologicos foi utilizado como parametro o
teste Qui-quadrado. Foi verificado que a glicerina demonstrou ser um agente bactericida
muito mais eficaz que o mel, pois apresentou um P < 0.0001 , sendo que abaixo de P < 0,01 ja
se considera extremamente significativa esta diferenga. Tal comparagdo pode ser visualizada

na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultado do Teste Qui-quadrado demonstrando que a glicerina foi mais eficiente que o mel na
inibigdo do crescimento de bactérias (P < 0.0001).

AGENTE CRESCIMENTO  AUSENCIA TOTAL
GLICERINA 2 (3%) 33 (47%) 35 (50%)
MEL 35 (50%) 0 (0%) 35 (50%

TOTAL 37 (53%) 33 (47%) 70 (100%)
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4.4.3 Avaliagdo micologica

Na avaliacdo estatistica dos achados micologicos também foi utilizado como
parametro o teste Qui-quadrado. Foi verificado que a glicerina demonstrou ser um agente
fungicida mais eficaz que o mel, pois apresentou um P < 0.0317, sendo que abaixo de P <
0,05 j& se considera significativa esta diferenca. Tal comparacdo pode ser visualizada na
Tabela 4.

Tabela 4 — Resultado do Teste Qui-quadrado demostrando que a glicerina foi mais eficiente que o mel na
inibigdo do crescimento de fungos (P < 0.0317).

AGENTE CRESCIMENTO  AUSENCIA TOTAL
GLICERINA 0 (0%) 35 (50%) 35 (50%)
MEL 5 (7%) 30 (43%) 35 (50%

TOTAL 5 (7%) 65 (93%) 70 (100%)



CONCLUSOES

- Com relacdo aos ensaios biomecanicos compressivos foi possivel concluir que a
glicerina ¢ estatisticamente mais eficiente que o mel, pois foram comparados 0ssos
provenientes de mesmos animais, mesmas dimensdes e ainda assim o primeiro
agente manteve fémures mais integros. Por outro lado, foi verificado que ndo ¢
possivel comparar de forma biomecanica ossos provenientes de animais diferentes,
devido as diferencas raciais e individuais citadas no estudo;

- A prensa compressiva utilizada foi eficiente na obtengdao dos valores encontrados,
concordando com os modelos descritos na literatura. Também o parametro
estipulado para as medi¢des oOsseas demonstrou ser eficiente nos grupos
anteriormente citados, visto que ndo houve diferencas significativas de volume
entre amostras contralaterais de um mesmo animal;

- Na avalia¢do bacterioldgica a glicerina foi superior como agente bactericida. O
mel, apesar de possuir agentes nao patogé€nicos, ndo ¢ eficiente nesse aspecto e nao
pode ser recomendado como agente conservante sem prévio processamento;

- Na avaliagdo micologica, embora o crescimento fungico ndo fosse tdo grande, a
glicerina eliminou todos os agentes estudados, fato ndo acontecido com o mel;

- Para finalizar, ficou demonstrado que as coletas de segmentos 6sseos devem ser
sempre através de modo asséptico, pois por menor que seja a porcentagem, sempre
ha o risco de permanecerem patdogenos. Os meios devem sempre ser testados antes
da coleta e o material a ser implantado deve ser analisado para que ndo haja divida

da presenca de patdgenos.
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	The most important function of bone cortical allograft is basically of mechanical sustentantion. The stability and resistance have an important signification in the success of bone grafting. The aim of this study was to compare the axial compressive resistance of canine femoral shafts conserved in 98% glycerin or honey, kept for 30 days. Three groups had been formed, each one with 50 samples. The first group presented the 98% glycerin as agent, the second group had the honey as way to conserve and still there was one third group where the bones had been fresh collected and immediately tested. The bones had been collected without asseptical care with manual saw and the periosteal layer and bone marrow were removed. Later, the length, diameter and cortical thickness of each implant were measured and then was determined that the length would be twice the diameter of each femoral shaft. The biomechanical  evaluation were tested in a press of axial compression, where the shafts had been submitted until the maximum load, when the first fracture point happened. The 98%glycerin and honey groups were moisturized for six hours before the compressive test while the fresh bone group received no hydration. In the bacteriologic study, the contamination was evaluated using three groups, each one with 35 samples of a femoral segment. The first group was analyzed at the harvest time and in the 98% glycerin and honey groups, after 30 days of storage.  The same methodology was used for the mycological evaluation. The results showed that the 98% glycerin was more efficient in keeping bone resistance and also more efficient in eliminating bactaeria and fungi.
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