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RESUMO

Métodos de armazenamento de aloenxertos podem alterar certas
caracteristicas mecénicas dos tecidos. Com o objetivo de analisar
a influéncia do fendmeno de congelamento e do tempo de arma-
zenamento sobre as propriedades biomecanicas de tenddes, os
autores estudaram 40 tenddes calcaneos obtidos de 20 cadaveres
humanos com idade média de 41,95 anos, variando de 31 a 54
anos, sendo 17 do sexo masculino e trés do sexo feminino. De cada
cadaver foram retirados dois tenddes, sendo que um foi testado
a fresco e o contralateral congelado a — 85° C em freezer elétrico,
durante um periodo de seis ou 12 semanas. Os corpos de prova
foram submetidos a ensaios de tragdo em uma méaquina de ensaios
mecanicos Kratos K5002, fornecendo graficos forga-deformagao.
Foram analisados os parémetros de forca no limite de resisténcia
maxima, rigidez, tenséo no limite de resisténcia méxima, deformagao
relativa e médulo de elasticidade. Os resultados foram comparados
e a analisados estatisticamente pelo método de “t-student”, com
indice de significancia de 0,05, sendo que nao houve diferenca
significativa nos valores obtidos entre os grupos. Concluimos que
o congelamento a—85° C n&o altera as propriedades biomecanicas
de tenddes, a despeito do tempo de armazenamento.

Descritores: Congelamento; Transplante homologo; Tendao do
calcaneo; Biomecanica.
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INTRODUGAO

Com o crescente interesse no desenvolvimento de técnicas menos
invasivas para as cirurgias de reconstrugoes tendineas e ligamentares,
a pesquisa relativa a utilizagdo de aloenxertos tem aumentado. As
vantagens relacionadas ao seu uso incluem a diminui¢do do tempo
operatério, a menor morbidade ao sitio doador, e a disponibilidade
de uma alternativa bioldgica apos falha de reconstrugdes envolvendo
autoenxertos. Desvantagens tecricas incluem o custo técnico elevado,
as possibilidades de transmissao de doengas, do surgimento de uma
reacao imune tipo corpo estranho e do enfraqguecimento do enxerto pelo
processo de preparagao’¥. O estudo das possiveis alteracdes das pro-
priedades biomecénicas de tecidos moles submetidos a congelamento
nao é novo. Alguns autores conseguem reproduzir com bons resultados,
através de ensaios experimentais e avaliagdes cirdrgicas, transplantes
de tenddes alogénicos para a reconstrugéo de lesdes ligamentares ou
tendineas, cronicas ou agudas®?.

Um importante aspecto relacionado ao uso de aloenxertos diz respeito
a sua forma de armazenamento. Para permiti-lo, vérias técnicas de
processamento de tecidos foram descritas, incluindo o congelamento, a
liofilizagéo e a criopreservagdo®. Todas estas técnicas tém significativas
desvantagens, tanto bioldgicas, como biomecanicas. Os diferentes
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SUMMARY

Allograft storage methods can change some mechanical charac-
teristics of tissues. With the objective of analyzing the influence of
freezing phenomenon and storage time on tendons’ biomechanical
properties, the authors studied 40 calcaneus tendons obtained from
20 human cadavers, with an average age of 41.95 years, ranging
from 31 to 54 years old, being 17 males and three females. From
each cadaver, two tendons were removed, one tested in its fresh
state and the contralateral one frozen at -85° C in an electric freezer,
during a period of six or 12 weeks. The bodies of evidence were
submitted to traction assays in a Kratos K6002 mechanical assay
machine, delivering strength-deformation graphics. Strength at
maximum resistance limit, stiffness, tension at maximurmn resistance
limit, relative deformation, and elasticity module parameters were
assessed. The results were compared and statistically analyzed
by “Student’s t- method”, with a significance level of 0.05, with no
significant difference on values achieved between groups. We con-
cluded that freezing at -85° C does not cause changes to tendons’
biomechanical properties, despite of storage time.
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métodos empregados para o armazenamento dos enxertos podem
levar a alteragdes de suas caracteristicas biomecéanicas®.

O Banco de Tecidos do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hos-
pital das Clinicas da Faculdade de Medicina, da Universidade de S&o
Paulo, armazena os tecidos através do congelamento a — 85°C e nao
utiliza método adicional de esterilizagao, uma vez que todo o processo
que inclui a captagéo, processamento e embalagem dos tecidos é
realizado sob condigbes assépticas.

Alguns autores estudam os efeitos do congelamento sobre as
propriedades de tenddes e ligamentos, através de modelos expe-
rimentais em animais®. Entretanto, ndo ha descrigdo na literatura
a respeito do comportamento de tenddes ou ligamentos humanos
submetidos a congelamento a — 85° C, previamente a sua implan-
tagcdo como aloenxertos.

O objetivo deste trabalho foi comparar certas propriedades bio-
mecanicas (forga no limite de resisténcia maxima, rigidez, tensao
no limite de resisténcia méaxima, deformagao relativa e médulo de
elasticidade) de tenddes calcaneos de cadaveres humanos sub-
metidos a congelamento a — 85° C com as de tenddes calcaneos a
fresco, e analisar a influéncia do tempo de armazenamento sobre
tais propriedades.
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MATERIAL E METODO

O material deste trabalho foi constituido por 40 tenddes calcaneos,
obtidos de 20 cadaveres humanos com registro junto ao Servigo de
Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC-USP). Os dados referentes a
idade, sexo e data de dbito foram obtidos através das fichas do SVOC-
USP Alidade variou de 31 a 54 anos, com média de 41,95 anos. Dos 20
cadaveres, 17 eram do sexo masculino e trés do sexo feminino.

Fatores de inclusao

Foram utilizados cadaveres na faixa etaria dos 17 aos 55 anos, sem
patologias prévias, segundo os dados do SVOC-USP, e sem sinais de
alteragdes locais como feridas ou cicatrizes. De cada cadaver foram
obtidos dois tenddes, sendo que um foi utilizado como controle (a
fresco) e o contralateral foi congelado.

Preparo dos tend6es

Os tenddes foram divididos em quatro grupos de 10 unidades:

GC6: o grupo controle de tenddes “a fresco” cujos pares foram estu-
dados apbs seis semanas de congelamento.

GC12: o grupo controle de tenddes “a fresco” cujos pares foram estu-
dados apbs 12 semanas de congelamento.

GEB: o grupo estudo de tenddes congelados durante seis semanas.
GE12: o grupo estudo de tenddes congelados durante 12 semanas.
Os tenddes do grupo controle (a fresco) foram mantidos, apds sua
retirada, em embalagens seladas de polietileno em refrigerador tipo
residencial a + 4° C, durante um periodo de 24 horas até 0 momento
dos ensaios.

Os tenddes do grupo estudo foram acondicionados em trés embala-
gens seladas de polietileno de 0,5 um e mantidos sob congelamento
a—85° C em freezer horizontal elétrico marca SANYO®, com “backup”
de CO?, controle de manutencao de temperatura por monitorizagao
em grafico e valvula de alarme interior conectado a sistema de alarme
externo para temperaturas inferiores a — 60° C. Os tenddes do grupo
GEB6 foram mantidos congelados a — 85°C durante seis semanas e 0s
do grupo GE12, a mesma temperatura, durante 12 semanas.

Preparo do grupo controle para o ensaio

Para o ensaio do grupo controle, os tenddes foram retirados do refri-
gerador tipo residencial a + 4° C e envolvidos em duas pegas de gaze
umedecidas com solugéo salina fisioldgica a 0,9%, até o momento do
preparo dos corpos de prova.

Preparo do grupo estudo para o ensaio

Na véspera ao dia do ensaio, os tenddes congelados foram transferidos
do freezer a—85° C para o refrigerador tipo residencial a + 4° C, onde
foram mantidos durante 24 horas. Foram, a seguir, retirados e envolvidos
em duas pegas de gaze umedecidas com solugéo salina fisioldgica a
0,9%, até o momento do preparo dos corpos de prova.

Preparo dos corpos de prova

Os tenddes foram colocados de forma estendida sobre uma superficie
de madeira e sua extremidade distal foi estabilizada com o auxilio de
uma fixagdo metalica. Com a utilizagao de um bisturi de cabo duplo,
com distancia entre as laminas de um cm, foi retirada uma fita central
do tenddo em seu sentido longitudinal.

Com o auxilio de um bisturi simples, a fita de tendao foi seccionada
transversalmente em relagao ao seu eixo longitudinal em suas extre-
midades, de modo que o comprimento final do corpo de prova foi
de 16 cm.

Ensaios mecanicos

Todas as pegas anatdbmicas foram submetidas a ensaios de tragéo
em maquina universal de ensaios mecanicos marca KRATOS® K5002,
dotada de célula de carga de 5000 Kg. Cada extremidade do corpo
de prova foi fixada a uma garra denteada sinusoidal de arestas arre-
dondadas propria para fixacao tendinea, composta de duas placas
conectadas por dois parafusos de compresséo. Apds um teste preli-
minar, foi determinado o valor de cinco Nm para o0 momento de torgao
a ser aplicado nos parafusos — necessario para uma fixagao adequada
do enxerto — por meio de um torquimetro digital, marca METALAC®,
com capacidade para 100 Nm. A “garra distal” englobou os cinco cm
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distais do corpo de prova. A “garra proximal” englobou os cinco cm
proximais do corpo de prova. A disténcia entre as garras, antes de se
realizar a compresséo das placas, foi de seis cm. Apds a compressao,
esta distancia foi novamente medida e definida como L. Os ensaios
foram realizados com velocidade de 20 mm/min. A méaguina operou
monitorada por um microcomputador IBM PC® compativel, que adquiriu
e tratou os dados, com a construgéo de gréficos forga-deformacéo
absoluta e tensao-deformagcao relativa.

Parametros analisados

Os parametros analisados nos ensaios de tracao para 0s grupos con-
trole e estudo foram: (1) Forga no limite de resisténcia maxima (FLRM)
em Newtons; (2) Rigidez (K) em Newtons por milimetros (N/mm); (3)
Tensé&o no limite de resisténcia méaxima (TLRM) em Mega-Pascal (MPa);
(4) Deformagéo relativa (%) em percentual; e (5) Mddulo de elasticidade
(E) em Mega-Pascal (MPa).

A determinagéo da area transversa dos corpos de prova foi necessaria
para a confecgao dos gréficos de tensé&o no limite de resisténcia maxima
(TLRM) e mddulo de elasticidade (E). Para tanto, os corpos de prova
foram posicionados entre uma mesa de apoio transparente e um bloco
de acrilico, sobre o qual foi aplicada uma forga constante. A seguir, este
dispositivo foi posicionado em um projetor de perfil, onde foi possivel
obter, por meio de raios refratados e refletivos projetados em tela, os
valores da largura e altura dos corpos de prova. A partir dos valores de
largura e altura, a érea transversa foi calculada.

Foram realizadas andlises comparativas dos parametros acima descri-
tos entre os grupos GC12 e GE12, entre os grupos GC6 e GE6 e entre
os grupos GE12 e GEB.

Tratamento estatistico

Realizamos a estatistica descritiva — média (MED), desvio padrao (DP),
erro padrao da média (EPM), maximo (MAX) e minimo (MIN) — dos
parametros quantitativos. Na analise comparativa dos grupos pareados
paramétricos foi utilizado o teste de “t-student” pareado. Para a andlise
dos grupos n&o pareados paramétricos utilizamos o teste de “t-student”
nao pareado. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

RESULTADOS

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na analise
comparativa dos parametros quantitativos entre o grupo estudo de
tenddes congelados durante 12 semanas (GE12) e o grupo controle
(GC12) (Tabela 1); entre o grupo estudo de tenddes congelados durante
seis semanas (GE6) e o grupo controle (GC6) (Tabela 2); e entre o grupo
estudo de tenddes congelados durante 12 semanas (GE12) e o grupo
de tendbes congelados durante seis semanas (GE6) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O resultado de uma cirurgia para reconstrugao ligamentar ou tendinea
estd, entre outros fatores, diretamente relacionado ao tipo de enxerto
utilizado. Enquanto ligamentos artificiais n&o alcancaram aceitacao
entre os ortopedistas, 0 uso de tecido autégeno — certamente o mais
apropriado — ndo esté isento de complicacbes a area doadora.

Neste sentido, 0 aloenxerto torna-se uma opgao atrativa. Pode estar
prontamente disponivel em varios tipos de tecidos (tenddo calcaneo,
ligamento patelar, fascia lata, tenddes dos musculos grécil e semiten-

Comparacao entre os grupos GE12 e GC12

Pardmetros Teste “t — student” pareado Significancia
FLRM p = 0,608 t=0,532 n.s.
K p = 0,616 t=0,519 n.s.
A p = 0,397 t =0,889 n.s.
TLRM p = 0,225 t =1,301 n.s.
£% p = 0,740 t =0,343 n.s.
E p =0,167 t = 0,502 n.s.
Onde: FLRM = Forca no limite de resisténcia maxima; K = Rigidez;
A = Area média; TLRM = Tensdao no limite de resisténcia maxima;

€% = Deformacéo relativa; E = modulo de elasticidade; p = coeficiente de
significancia; n.s. = nao significativo. Fonte: IOT-HCFMUSP

Tabela 1 - Comparagéo dos pardmetros quantitativos estudados entre os grupos
GE12 e GC12. Andlise estatistica pelo teste de t pareado (o. = 0,05).



Comparacao entre os grupos GE6 e GC6

Parametros Teste “t — student” pareado Significancia
FLRM p = 0,149 t=1,570 n.s.
K p = 0,059 t=2,157 n.s.
A p = 0,248 t=1,235 n.s.
TLRM p = 0,9996 t = 0,0005 n.s.
€% p = 0,900 t=0,106 n.s.
E p=0,918 t=0,129 n.s.
Onde: FLRM = Forgca no limite de resisténcia maxima; K = Rigidez;

A = Area média; TLRM = Tensdo no limite de resisténcia maxima;
£¢% = Deformagao relativa; E = moédulo de elasticidade; p = coeficiente de
significancia; n.s. = nao significativo. Fonte: IOT-HCFMUSP

Tabela 2 - Comparagdo dos pardmetros quantitativos estudados entre os
grupos GE6 e GC6. Andlise estatistica pelo teste de “t - student” pareado
(oo = 0,05).

Comparacao entre os grupos GE12 e GE6

Parametros Teste “t — student” nao pareado Significancia
FLRM p = 0,379 t = 0,901 n.s.
K p = 0,205 t=1,169 n.s.
A p = 0,243 t=1,207 n.s.
TLRM p = 0,569 t = 0,581 n.s.
£% p = 0,932 t = 0,087 n.s.
E p = 0,387 t=0,887 n.s.
Onde: FLRM = Forga no limite de resisténcia maxima; K = Rigidez;
A = Area média; TLRM = Tensdo no limite de resisténcia maxima;

€% = Deformacao relativa; E = modulo de elasticidade; p = coeficiente de
significancia; n.s. = nao significativo. Fonte: IOT-HCFMUSP

Tabela 3 - comparacdo dos pardmetros quantitativos estudados entre os
grupos GE12 e GE6. Andlise estatistica pelo teste de “t — student” ndo
pareado (o = 0,05).

dineo), permite estocagem e, por ser preparado antes do inicio da
cirurgia, o tempo cirdrgico e o tempo de isquemia do membro pelo uso
do torniquete —quando utilizado — s&o reduzidos. Por outro lado, o custo
técnico elevado, o risco de transmiss&o de doengas e a possibilidade do
enfraguecimento do enxerto pelo processo de preparagdo constituem
a maior desvantagem ao uso dos aloenxertos.

Segundo Zimmerman et al.®, disturbios estruturais das fibras coléage-
nas levam a alteragdes das propriedades biomecanicas dos enxertos,
podendo ainda alterar sua capacidade de remodelacgéo, revascula-
rizagao e reintegragéo. Estes disturbios ainda podem ser causados
pela atividade das enzimas presentes nos tecidos. Em temperaturas
acima de — 40°C, algumas enzimas ainda estao ativas, inviabilizando
0 armazenamento por tempo prolongado. Por outro lado, abaixo de
- 80°C a destruicao enzimatica € minima, sendo que ao menos a
enzima colagenase esta inativa™.

A opgéo de se realizar um estudo envolvendo tecidos de cadaveres
humanos teve como objetivo a aproximagao do modelo experimental
apratica clinica. Procuramos, desta maneira, reproduzir a metodologia
empregada na utilizag&o de aloenxertos humanos, incluindo o tipo de
tecido, os cuidados de manipulacéo e a dimenséo dos corpos de pro-
va. Utilizamos o tendao calcaneo para este trabalho devido o grande
numero de autores que relataram o seu uso para diferentes tipos de
reconstrugdes tendineas e ligamentares®”.

Uma vez que a principal fungao de tenddes e ligamentos € transmitir
cargaténsil, os estudos experimentais das propriedades biomecéanicas
destes tecidos s&o, geralmente, realizados através de ensaios de tra-
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de tecidos a—20° C mostra-se adequado, segundo Woo et al. (9, paraa
manutencao das caracteristicas mecanicas de ligamentos de coelhos.
No entanto, 0 mesmo autor recomenda que tecidos submetidos a con-
gelamento utilizando temperaturas acima de — 40° C, ndo devam ser
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de agéo enzimatica e transtorno celular. Entendemos que a dificuldade
em comparar os resultados obtidos com os descritos na literatura deve-
se a caracteristica heterogénea dos ensaios. No Unico trabalho onde
foram estudados ligamentos patelares de cadaveres humanos (¥, os
autores utilizam o congelamento a—20° C, sem realizar a padronizagéo
dos corpos de prova. No estudo envolvendo o congelamento a—80° C,
foram utilizadas unidades musculo-tendineas de modelos animais com
caracteristicas distintas do tendao calcaneo humano!?.

A relevancia cientifica deste trabalho baseia-se na criagéo do Banco
de Tecidos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Havia a necessidade de comprovagao dos
resultados descritos na literatura sobre supostas alteragdes biomeca-
nicas de tenddes ou ligamentos congelados a—-85° C, ja que a maioria
das referéncias baseava-se em resultados obtidos de poucos estudos
em modelos animais!" 2.

Consideramos o método de congelamento a— 85° C adequado para
0 armazenamento de tecidos moles destinados a transplantes, ja
que suas propriedades mecanicas nao foram alteradas, a despeito
do tempo de armazenamento. Porém, outros estudos deverdo ser
realizados, com o objetivo de avaliar a influéncia deste método so-
bre o processo de incorporagéo biolégica dos enxertos, no que diz
respeito aos fendbmenos de repovoamento celular, revascularizagao
e remodelagdo do colageno; e sobre 0 mecanismo de incorporagao
do enxerto no tunel ésseo, potencialmente prejudicado pelo alarga-
mento decorrente da resposta imune.

CONCLUSOES

Concluimos que o processo de congelamento a — 850 C nao altera
as propriedades biomecanicas dos tenddes, a despeito do tempo de
congelamento.
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