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RESUMO




O objetivo deste estudo foi analisar a interface formada entre o poli(fluoreto de
vinilideno) (PVDF - piezelétrico e ndo piezelétrico) e o tecido muscular e 6sseo do
rato. Foram utilizados 40 tubos de PVDF [P(VDF-TrFE)] piezelétricos com
coeficiente de piezeletricidade de dsn = 2,5 pC/N e capacitancia 800 pF/m e 40
tubos de PVDF ndo piezelétricos. Em vinte animais foram implantados 40 tubos de
PVDF piezelétricos e nos outros vinte, 40 tubos de PVDF nado piezelétricos,
seguidos por 7 dias, 3, 6 e 12 semanas. Os tubos foram implantados na regido
intercondiliana do fémur da pata posterior esquerda e no corpo do musculo triceps
sural da pata posterior direita. A interface formada pelos tubos com o tecido
muscular (n=40) e 6sseo (n=32) foi estuda por microscopia 6ptica convencional e
os tubos retirados por microscopia eletronica de varredura (n= 72). A MEV por
retroespalhado foi realizada para o estudo da interface entre o tubo e o tecido dsseo
nao descalcificado (n = 8). Ao redor dos tubos implantados no tecido muscular
houve formacdo de cdpsula com auséncia de macréfagos e células gigantes. A
retirada dos tubos piezelétricos, tanto do tecido muscular quanto do tecido dsseo,
foi sempre mais dificil do que a dos tubos nao piezelétricos, devido a aderéncia dos
primeiros no leito receptor. A microscopia eletronica de varredura demonstrou
maior aderéncia e crescimento de tecido conjuntivo sobre os tubos de PFVD
piezelétricos. Ao redor e no interior dos tubos de PVDF piezelétricos implantados
no tecido dsseo pode se observar, apds 12 semanas, crescimento evidente de tecido
0sseo, principalmente no interior do tubo. A microscopia eletrénica por
retroespalhamento também demonstrou a presenca de tecido 6sseo somente no
interior dos tubo piezelétricos, apds 12 semanas. Os resultados indicam que a
piezeletricidade teve papel importante na neoformacdo, tanto do tecido dsseo
quanto do tecido conjuntivo denso. Provavelmente, essa neoformacdo foi
decorrente de microdeformacgdes produzidas nos tubos piezelétricos, oriundas da
contracdo do musculo triceps sural e da pressdo intraarticular gerada pelo

movimento articular e pela marcha.
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ABSTRACT




The objective of this study was to evaluate the interface formed between the
poli(vinilidene) fluoride (PVDF — piezelectric and non piezelectric) and bone rats
tissue. Were used 40 PVDF [P(VDF-TrFE)] piezelectric tubes and 40 PVDF
[P(VDF-TrFE)] non piezelectric tubes. In 20 animals were implanted 40
piezelectric PVDF tubes and in the other 20 animals, 40 non piezelectric PVDF
tubes, followed for 7 days, 3, 6, and 12 weeks. The tubes were implanted in the
femoral interncondilian region in the left foot and in the triceps muscle in the right
foot. The interface formed by the tubes and the muscular tissue (n=40) and bone
(n=32) was achieved by conventional optic microscopy and the removed tubes by
scanning electron microscopy (n= 72). The SEM bacskattered was used to access
the interface between the tube and the bone tissue without decalcifying (n=8).
Around the muscular implanted tubes, there was a capsule formation without
macrofage and giant cells. The piezelectric tubes removal, even from the muscular
or bonetissue, was always more difficut than the non piezelectric tubes removal. It
occured because there was greater tissue adhesion. The SEM showed greater
adhesion and connective tissue growth around the piezelectric tubes. Around and
inside the piezelectric tubes in the bone tissue, after 12 weeks, we could observe
evident bone growth inside the tube. The SEM backscattered showed the boné
tissue presence only inside the piezelectric tubes, after 12 weeks. The results
indicate that the piezelectric effect had and important role in the new formation,
even for bone or connective tissue. Probably, this new formation was due to small
deformations in the piezelectric tubes, provided from the triceps contraction and

from the articular movement during the march.

Abstract

XVvii



I -
INTRODUCAO

18




As pesquisas na area da ortopedia e traumatologia tém como um dos
focos o aprimoramento das técnicas cirirgicas e dos implantes para se obter
consolidacdo dssea mais eficiente e rdpida, com um minimo de complicacdes

possiveis.

O aprimoramento dos implantes estd ligado aos avancos tecnoldgicos e
ao desenvolvimento de novos materiais. Apesar de existirem diversos materiais
disponiveis para esse fim, a busca ainda se faz necessdria com a finalidade de se
obter materiais que incitem poucas reacdes inflamatérias, que suportem os
esforcos mecanicos sem sofrer fadiga, que possam ser esterilizados pelos meios

rotineiros, que possam ser molddveis a superficie do osso e que, se possivel,

estimulem a osteogénese.

Segundo BLACK (1971) ndo ha material inerte, ou seja, todo implante
colocado no organismo vivo sofre corrosdo ou dissolucdo, interagindo de variadas
formas com os tecidos ao seu redor. Por outro lado, sabe-se que todo material
estranho ao organismo vivo incita reacdo inflamatdria, cujo tipo e intensidade
dependem de varios fatores, dentre eles a composicdo quimica e fisica do material,
o seu tamanho, a sua forma e as suas caracteristicas de acabamento superficial,
assim como a sua funcdo (SALTHOUSE e MATAGLA, 1983; POHLER, 1983;
SMITH, 1983).

De acordo com a National Institutes Of Health Biomaterials Consensus
Conference (1982) "biomaterial é qualquer substdncia que ndo droga, ou
combinacdo de substiancias de natureza sintética ou natural que pode ser usada por
qualquer periodo de tempo, como um todo ou parte do sistema que trata, aumenta
ou substitui, qualquer tecido, 6rgdao ou func¢do do corpo” (MALMONGE, 1997, p.
3). Posteriormente, assumiu-se como nova defini¢do de biomaterial "todo material
nao vivo, usado em um dispositivo médico (ou biomédico), objetivando a interacdo

com o sistema biolégico (WILLIAMS, 1987).

Os implantes utilizados em ortopedia e traumatologia sdo fabricados a

partir dos seguintes materiais: metais e ligas metdlicas, polimeros e seus
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compositos, materiais cerdmicos e carbonicos, e materiais biologicos. Dentre esses
materiais, as ligas metdlicas e os polimeros sdo os mais utilizados e dentre os
polimeros destacam-se o polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM), o

polimetilmetacrilato (PMMA) e os derivados do silicone (GALANTE et al., 1991).

A funcdo dos implantes é substituir articulagdes, segmentos dsseos ou
fixar fraturas, até que o processo normal de reparacdo dssea ocorra. O processo de
reparagdo produz a unido dos fragmentos 6sseos fraturados, pela formacdo de um
tecido com caracteristicas bioldgicas e mecanicas semelhantes ao 0sso,
denominado de calo dsseo

(HAM, 1963).

O processo de remodelacdo Ossea associada a implantes pode ser
extremamente complexo. Varidveis relacionadas com a forma, material, método de
fixa¢do, local do osso fixado, idade do paciente, sexo, balan¢o hormonal e atividade
fisica podem afetar esse processo de remodelagdo. Uma das dreas de pesquisa mais
interessantes envolvendo o aparelho locomotor sdo aquelas que estudam os
mecanismos que controlam a func¢do, a organizacdo e a composicdo da matriz
celular e das células 6sseas. A funcdo das células 6sseas é regulada tanto a nivel
sistémico como a nivel local. O genoma e os hormdnios representam a regulacdo
sistémica, enquanto que os exercicios e a liberacdo de produtos de degradacdo de
implantes e mediadores inflamatdrios exercem efeito local (BUCKWALTER et al.,

1995-b).

A capacidade do osso de se adaptar as solicitacdes do meio externo vem
sendo estudada desde o século XVII e a partir do século XIX vdarios autores
escreveram com detalhes a relacdo entre a forma e a fun¢do do osso, destancando-
se entre eles o estudo de Julius Wolff, que ndo s6 realizou observacdes criticas da
relacdo entre a estutura Ossea e a carga, mas também como essas alteracdes

ocorrem no tecido dsseo vivo, seguindo leis matemaéaticas (WOLFF, 1986).

Paralelamente, outros estudos se dedicaram a avaliar os efeitos da
corrente elétrica e do campo eletromagnético sobre o tecido 6sseo (BRIGHTON et.

al., 1975; BRIGHTON et al., 1981; BASSET et al., 198 1; BRIGHTON et al, 2001) e os
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efeitos da piezeletricidade no tecido 6sseo. (MARINO et al. 1971; GJELSVIK 1973-
a,

GJELSVIK-b; WILLIAMS & BREGER, 1975; FICAT et al. 1988; ASCHERO et al.
1999; FICAT et al., 1974)

O fendmeno da piezeletricidade foi observado pela primeira vez em 1880
pelos irmdos Pierre e Jacques Curie. Esses autores descobriram que quando um
cristal de quartzo era mecanicamente deformado em compressdo, seguindo a
direcdo do seu eixo Optico, uma carga elétrica surgia entre as duas superficies
comprimidas, sendo que um lado se tornava eletricamente negativo em relagdo ao
outro. Retirando-se a deformacdo a diferenca de carga desaparecia e esse processo
podia ser feito indefinidamente. Por outro lado, quando o cristal era submetido a
uma diferenca de potencial este sofria expansdo e contragdo, em func¢do desse

gradiente (FROST, 1973).

A piezeletricidade é uma propriedade universal dos tecidos vivos e pode
fazer parte de muitos fendmenos fisiolégicos, como a remodelacdo 6ssea, a
formacdo de trombos nas lesdes de vasos sanguineos, transmissdo auditiva e nas
respostas do tato. Por outro lado a piezeletricidade estd presente em inimeros
materiais de origem bioldgica, como a madeira, ossos, cartilagens, tenddes e até
nos dcidos nucléicos (DNA, RNA). A capacidade desses materiais gerarem sinais
elétricos, quando submetidos a deformacao, vem sendo demonstrada por diversos
autores (FUKADA e YASUDA, 1957; BASSETT e BECKER, 1962; SHAMOS e
LAVINE, 1967; KOBERLE, 1974; YASUDA, 1977; FUENTES, 1978).

FUKADA (1955) estudou o efeito piezelétrico da madeira e o atribuiu as
propriedades cristalinas da celulose, que é altamente orientada na direcdo do eixo
da fibra. A piezeletricidade é mensurada. O coeficiente piezelétrico é dado como
dj,i, onde j tem valores de 1 a 6, correspondendo aos seis tipos de deformacdes
possiveis em um cubo e i tem valores 1, 2 ou 3, de acordo com os trés planos
cartesianos (XYZ) (FUKADA, 1955). Posteriormente, FUKADA e YASUDA (1957)
observaram o efeito piezelétrico no osso retirado de fémur humano e de boi (ambos

desidratados). A magnitude da constante piezelétrica dependeu do angulo em que
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foi aplicada a deformacdo. A resposta maxima foi observada quando a deformacdo

era aplicada a 45° do eixo de direcdo das fibras de coldgeno.

FUKADA e YASUDA (1964) estudaram também o coeficiente
piezelétrico no tenddo calcdneo do cavalo e do boi, j4 que esses materiais sdo
formados por grande quantidade de moléculas de colageno, muito cristalizadas e
bem orientadas. Os coeficientes encontrados foram maiores que aqueles
observados no tecido 6sseo, indicando que a origem do efeito piezelétrico deveria

estar na porg¢do orgadnica do material, fato esse confirmado posteriomente por

SHAMOS e LAVINE (1967).

Confirmando essas hip6teses, MARINO et al. (1970 e 1971) mediram o
coeficiente piezelétrico do osso humano ap6és desmineralizacdo e apds a retirada do
coldgeno (decolagenizagdo). Os resultados mostraram que os maiores coeficientes
piezelétricos foram obtidos quando a deformacdo era aplicada em um angulo de
45° em relacdo a orientacdo das fibras. A amostra sem colidgeno ndo apresentou
coeficiente piezelétrico, ao passo que a amostra sem a por¢do mineral obteve
coeficientes maiores do que o do osso normal. Os autores interpretaram esse
achado concluindo que a retirada da por¢dao mineral favoreceria a deformaciao do
corpo de prova, obtendo-se, portanto, maior coeficiente piezelétrico. Além disso,
concluiram também que o efeito piezelétrico é oriundo da fase orgéanica e que a fase

mineral sozinha ndo contribui para a piezeletricidade.

Em nosso meio deve-se ressaltar o trabalho de KOBERLE (1974) que,
em sua tese de livre-docéncia, descreveu o efeito de eletreto no 0sso, a existéncia de
efeito magnético no osso e finalmente a influéncia de correntes elétricas (4 pA) na
formacdo de calo em fraturas da fibula de coelhos, colocando o cidtodo no foco de

fratura e o Anodo na musculatura.

YASUDA (1977) induziu a formacido de calo 6sseo pela passagem de
corrente elétrica no osso in vivo, sem estimulo mecanico e denominou-o de calo
eletrodinamico. A quantidade de calo formada foi significativamente maior no

ciatodo do que no dnodo e a qualidade do mesmo mudou de acordo com o aumento
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da corrente elétrica. Correntes de baixa amperagem (lpuA) produziam tecido dsseo,
enquanto que correntes maiores do que 10 amperes (A) produziram tecido
cartilaginoso ou fibroso e correntes superiores a 1.000pA produziram necrose
O0ssea. Paralelamente YASUDA (1977) estudou a formacdo de calo por eletretos e,
para tanto, baseou sua pesquisa no trabalho anterior de MASCARENHAS (1975)!
que havia conseguido demonstrar que o 0osso seco poderia ser transformado em um

eletreto e, portanto, poderia acumular carga e ser polarizado.

YASUDA (1977) estudou, entdo, o efeito do Teflon, carregado e nao
carregado eletricamente, colocado sobre a superficie do fémur de coelho ou
enrolado ao redor do fémur desse mesmo animal. O autor observou que sob o
Teflon ndo polarizado ndo ocorreu crescimento dsseo, enquanto que ao redor do
Teflon polarizado houve maior formacao de calo, especialmente nos animais em
que esse foi enrolado ao redor do fémur. As observacdes de que tanto o tipo quanto
a direcdo do crescimento do calo podem ser controladas pela corrente elétrica e de
que um eletreto pode formar calo, sugeriam que os fendmenos de crescimento

0sseo seriam dirigidos por parametros elétricos.

FUENTES (1978) relatou em sua tese de doutoramento resultados
animadores no tratamento de pseudoartrose experimental produzida no radio de

cides adultos, utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente por

KOBERLE (1974).

MARINO e GROSS (1989) comprovaram a existéncia e mediram o
coeficiente de piezeletricidade do cimento e da dentina, comparando com o do 0sso
(d3,1 0.22pC/N). Nao foi obtido coeficiente piezelétrico nas amostras sem o0s
componentes organicos e ficou demonstrado que o coeficiente piezelétrico da
dentina ¢ menor do que o do osso, provavelmente por diferencas no arranjo e na

microestrutura do coldgeno.

! MASCARENHAS, S. The electrical effect in bone and biopolymer and the bound-water

problem.Ann. N. Y. Acad. Sci. 238: 36, 1974. (Apud FUENTES, 1978)
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Apesar do tecido O6sseo ser formado principalmente por material
inorganico (cristais de hidroxiapatita), hd a por¢do organica formada basicamente
por moléculas de coldgeno do tipo I, pela substdncia fundamental e por células
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos). A manutencdo da estrutura do tecido
osseo € feita pelos elementos celulares, que sdo em ultima andlise os responsdveis
pelo processo de remodelagdo Ossea, promovento deposi¢cdo e reabsor¢do, de
acordo com as necessidades locais e de acordo com as solicitacdes mecanicas
existentes. A sensibilizacdo desses elementos celulares, pela carga ou pela
deformacdo mecanica do osso, ainda € motivo de estudo e investigacdo. Uma das
explicacoes envolve o efeito piezelétrico, que transformaria as solicitacdes
mecanicas em estimulos elétricos e estes, por sua vez, seriam responsdveis pela

estimulacdo das células (do tipo osteoblasto ou o osteoclasto).

Outra linha de investigagdo coloca o ostedcito, célula que estd envolvida
pela matriz 6ssea, como o elemento essencial nesse processo de transducgdo
mecanica. Entende-se por transduc¢do mecénica a conversdo de um estimulo fisico
(deformacdo) ou biofisico em uma resposta celular. Esse mecanismo € essencial
em uma grande variedade de funcdes fisioldgicas que permitem os organismos
vivos a responderem a solicitagdes mecanicas e a gravidade. DUNKAN e TURNER
(1995) acreditam que essa transduc¢do mecanica no osso deva incluir quatro fases
distintas: 1) acoplamento mecanico, 2) acoplamento bioquimico, 3) transmissdo do

sinal, 4) resposta da célula efetora (ostedcito).

O ostedcito se origina do osteoblasto e por meio de longos e delgados
prolongamentos celulares que correm pelos canaliculos, mantém contato com
ostedcitos vizinhos e com os osteoblastos na superficie das trabéculas (TURNER e

FORWOQOD, 1995) .

E bem conhecido o fato de que a solicitacio mecanica em niveis
fisiolégicos causa aumento da massa Ossea, enquanto que a sua falta causa perda
o0ssea. Ao nivel celular tem sido demonstrado que a atividade metabdlica do
ostedcito pode ser alterada com a deformacdo dssea, sugerindo que essa célula seja

o efetor final do estimulo mecéanico, que € transformado em estimulo bioldgico. E
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sugerido que as deformacdes produzidas no osso durante a atividade fisica criem
diferentes gradientes de pressdo hidrostdtica no interior dos canaliculos que, por
sua vez, promovam mudancas no fluxo de fluidos que atingem o ostedcito. Esse
fluxo de fluido pode deformar e estimular essa célula a produzir mediadores
quimicos, tais como a osteocalcina, o Fator do Crescimento Insulinico do Tipo I

(IGF-1), entre outros (COWIN, 1999; SIKAVITSAS et al., 2001).

Confirmando essa hipétese, SHERRY et al (1989), realizou estudo in
vivo utilizando a ulna do peru e demonstrou que logo apds estimulo intermitente
de 1 hertz (Hz) por seis minutos havia aumento da glicose-6-fosfato desidrogenase.
Seguindo essa linha de investigacdo, KLEIN-NULEND et al. (1995) e AJUBI et al.
(1996) demonstraram que ostedcitos isolados do calvdario da galinha, quando
estimulados por um fluxo de fluido, aumentam a producdo de prostaglandinas do
tipo E2 e 12. Estas prostaglandinas sdo essenciais para a formacdo do tecido 6sseo,
ja que estimulam as células osteobldsticas a aumentarem em numero e a
produzirem matriz ostedide. Além das prostaglandinas, os ostedcitos podem
também produzir 6xido nitrico, com potente efeito vasodilatador, levando a

inibicdo da atividade osteocldstica e a estimulacdo da proliferacdo osteobldstica.

A falta da deformacdo mecanica reduz o fluxo de fluido no interior dos
canaliclos e também o fluxo de nutrientes ao ostedcito. Essa reducido de fluxo
diminui tanto o estimulo biolégico, como a viabilidade celular, sendo responsavel
pela apoptose do ostedcito. H4 indicios de que a reducdo da viabilidade celular
reduziria a liberacdo de inibidores de osteoclastos e que a apoptose estimularia a
presenca dessas células, causando reducdo da massa 6ssea (DUNCAN e TURNER,
1995; SIKAVITSAS et al., 2001)

Do mesmo modo, sobrecargas repetidas no osso podem causar
microfraturas que quando atingem a regido mineralizada, aumentam a
permeabilidade dos canaliculos e diminuem o fluxo de fluido dos mesmos. Essa
reducdo € interpretada pelo ostedcito como uma situagdo de baixa solicitacao

mecanica, bloqueando uma série de reacdes conforme ja descrito anteriormente.
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Além dos ostedcitos, os osteoblastos também podem responder
diretamente ao estimulo mecinico. Deformag¢do mecanica in vitro pode aumentar a
producdao de prostaglandina, fosfatase alcalina e coldgeno do tipo I, além de

aumentar a proliferacdo do préprio osteoblasto (SIKAVTSAS et al, 2001).

Diante desses fatos e comprovacgdes a nivel experimental, é razoavel
pensar-se na utilizacdo de materiais piezelétricos para a producdo de implantes

como um novo caminho para se estimular o processo de reparacao de fraturas.

Seguindo essa linha de pensamento, JIANQING et al. (1997)
compararam implantes de ceramica (HA) e de hidroxiapatita e barium titanium
(HABT) piezelétrica. Seus resultados demonstraram crescimento 6sseo ao redor
dos implantes HABT em uma semana, enquanto que ap6s duas semanas nédo havia
neoformacdo dssea ao redor dos implantes de HA. Os resultados sugeriram que os
potenciais elétricos gerados pela deformacdo mecdnica do implante de HABT

haviam promovido osteogénese ao seu redor.

O poli(fluoreto de vinilideno), também conhecido como fluoreto de
vinilideno (PVDF), € um polimero semicristalino (50% cristalino, 50% amorfo),
cuja unidade béasica é o F2C=CH2 , que se repete e dd origem a cadeias
macromoleculares com até 2.000 unidades. Por apresentar essa composi¢do
quimica, o PVDF pode ser considerado um material polar. Os 4tomos de
Hidrogénio (H) sdo carregados positivamente, enquanto que os de flior (F) sdo
carregados negativamente, em relacdo aos dtomos de carbono (C). O PVDF ¢
considerado material piroelétrico e piezelétrico, podendo assim ser transformado
em eletreto e ser polarizado. Tais caracteristicas propiciaram que esse material
fosse utilizado na producdo de microfones, alto-falantes, transdutores ultrassonicos

e transdutores eletromecanicos (FURUKAWA, 1984; LOVINGER, 1982 ).

A cristalizacdo do PVDF forma estruturas esferuliticas, que sdo
responsaveis pela disposicdo de lamelas que crescem radialmente a partir de um
centro comum. A espessura de cada lamela é da ordem de 100 Angstron (A)

(Figura 1) (LOVINGER, 1982).
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Figura 1-Diagrama esquemadtico da estrutura esferulitica mostranddo o
crescimento radial das lamelas cristalinas e a localizacdo dos componentes

nao cristalinos (Modificado de RIBEIRO, 1994).

A fase amorfa é responsdvel pelas propriedades mecanicas desejaveis
que o material possui, como a elasticidade e a flexibilidade. Conforme foi descrito
acima, a cadeia molecular do PVDF pode tomar conformacdes distintas,
dependendo do processo de preparagdo da amostra. A conformacdo local numa
cadeia é definida por arranjos espaciais no posicionamento entre liga¢des carbono -
carbono sucessivas, podendo ser de conformacdo planar Zig-Zag (TT), ndo planares

TGTG' e T3GT3G' (FARIA, 1989), como na figura 2.
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Figura 2-(a) Possiveis conformacdes estdveis para as ligacdes carbono-carbono e
em (b) as conformacdes estdveis da cadeia de PVDF (Modificado de SILVA,
1992).

Essas diferentes conformacgdes vao ser responsdveis pelas diferentes
formas cristalinas conhecidas : o (alfa ndo polar), B(polar), y(polar), e 6(alfa polar).
A forma mais comum € a o, porém esta ndo é polar, ou seja ndo apresenta
piezeletricidade (RIBEIRO, 1994). A fase [, que apresenta as melhores
propriedades piezelétricas, € mais comumente obtida a partir da fase a, por
estiramento mecanico. Porém, todas as fases podem ser convertidas umas nas

outras, como mostra a figura 3.
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A AA A Recozimento a alta temperatura
Solugdo Fusio
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Fase I
Estiramento ‘
Aplicacdo de um campo
elétrico elevado
Aplicacdo de um campo elétrico ¢
elevado

Fase IVap

A A

Recozimento a
alta temperatura

Figura 3-Diagrama das interconversdes entre as fases do PVDF (Modificado de

RIBEIRO, 1994).

Para tornar o PVDF piezelétrico, deve-se primeiramente transformar a

fase a em [ através do estiramento a uma certa temperatura (SILVA, 1992). Na

fase B os dipolos estdo dispostos aleatoriamente e para que sejam orientados deve-
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se aplicar um campo elétrico. A piezeletricidade do PVDF estd relacionada a
intensidade do campo elétrico aplicado, tempo de aplicacdo, temperatura e

conteudo das diferentes fases na amostra (LOVINGER, 1982).

O PVDF na fase B é reconhecidamente um material ferroelétrico.
Materiais ferroelétricos sdo definidos como aqueles que possuem polariza¢do
elétrica espontanea a qual pode ser reorientada pela aplicacdo de campo elétrico.
Apés esta orientacdo ele passa a apresentar propriedades piezelétricas (ALVES,

1992).

O PVDF € um polimero que foi inicialmente utilizado como material de
sutura na cirurgias vasculares, com vantagens sobre o polipropileno, demonstradas
em estudos experimentais. Mesmo apds 9 anos de implantac¢ido, o PVDF preserva a
sua estabilidade mecanica com 92,5% da sua resisténcia original (LAROCHE et al.,
1995-a; MAROIS et al., 1998). Em contraste, as suturas de polipropileno perdem

46% da sua estabilidade por sofrerem oxidagdo.

LAROCHE et al. (1995-a; 1995-b) referiram-se ao PVDF como uma
alternativa muito atrativa ao polipropileno justificando a sua utilizacdo em suturas
vasculares, em funcdo de suas propriedades fisico-quimicas e da boa
biocompatibilidade. Além disso salientaram a enorme extensibilidade do PVDF e a
resisténcia ao deslizamento quando submetido a tensio, sendo menos susceptivel a

rupturas iatrogénicas.

Os resultados da utilizacdo do PVDF na forma de malha implantados na
cavidade abdominal do rato mostraram que a reacdo inflamatdria e o crescimento
de tecido fibroso foram menores que aqueles observados ao redor das malhas de
polipropileno. Além desses aspectos, pdde-se observar também que ao redor das
malhas de PVDF o nimero de macréfagos atingiu um pico em torno de 45 dias
ap6s a implantacdo, evoluindo com reducdo suave e gradativa até o 90° dia. Essa
reacdo inflamatéria moderada teve predominio de células gigantes do tipo corpo
estranho, que representam o processo de maturacdo do granuloma, indicando um

curso cronico da inflamacao (KLINGE et al., 2002).
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Apesar de ja ter sido demonstrado que o PVDF € um material
biocompativel e que pode ser produzido na forma piezelétrica, existem poucos
estudos que exploram essas caracteristicas na produc¢do de implantes para cirurgias
de reconstrucdo do aparelho locomotor. Em nosso meio, PASCHOAL (2003)
demonstrou que membranas de PVDF polarizadas, quando implantadas entre a
cortical lateral do fémur de coelho e uma placa metdlica, estimularam o

crescimento 0sseo.

Em funcdo dessas consideracdes tedricas e dos achados de PASCHOAL
(2003) ¢é pertinente a elaboracdo de um estudo que tenha como objetivo
demonstrar se o PVDF piezelétrico pode estimular o crescimento celular e o

processo de reparagdo dssea ao seu redor.
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2-0OBJETIVOS




2.1-GERAL

Analisar a interface formada entre o poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF),

piezelétrico e ndo piezelétrico, e o tecido muscular e 6sseo de ratos.

2.2-ESPECIFICOS

Analisar a qualidade e intensidade da reacdo inflamatdéria induzida pelo
implante; o tipo de encapsulamento que serd imposto ao implante; a quantidade de
tecido aderida ao redor dos tubos de PVDF (piezelétrico e ndo piezelétrico)

implantados no musculo triceps sural do rato;
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3.1-MATERIAL
3.1.1-Animal de Experimentacao

Foram utilizados 40 Rattus novergicus da variedade Wistar, machos,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Durante todo tempo de estudo os animais ficaram mantidos no
Biotério do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP, em gaiolas coletivas, sob condi¢des de
temperatura ambiente média de 22 + 2°C e foram alimentados com racdo padrdo

para cunicultura da marca Guabi, e 4gua de torneira fornecidas ad libitum .

3.2-TUBOS DE PVDF

Foram utilizados 40 tubos de PVDF [P(VDF-TrFE)] piezelétricos e 40
tubos do mesmo material, ndo piezelétricos(Figura 4), cedidos pelo Departamento
de fisica, Quimica e Biologia da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia (FCT) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Amostras com 3 cm de comprimento,
didmetro externo de 1,9 mm e didmetro interno de 0,8mm foram obtidos de um
cabo coaxial e enviados pela empresa produtora®. A partir dessas amostras foram
obtidos tubos com 5 mm de comprimento, que foram lavados em solucdo de

acetona e em 4dgua destilada para serem esterilizados.

' Todos os procedimentos foram avaliados e autorizados pelo comité de ética em experimentagdo
animal do Instituto de Biologia da UNICAMP, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal (COBEA), sob no. 442-3.

®Ormal Electronics Limited Unit 2 Hillside Farm,Rhyls Lane,Lockeridge,nr Marlborough
Wiltshire,SN8 4ED,UK.Tel:44(0)1672 861718 Fax:+44 (0)1672 861716 sales@ormal.co.uk
www.ormal.co.uk
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Figura 4-Cabo axial, composto de um fio central de cobre revestido pelo tubo de
[P(VDF-TrFE)] piezelétrico coberto com uma camade de carbono, outra

malha de cobre e revestido externamente com polyeolefin

3.2.1-Tubos de PVDF [P(VDF-TrFE)] piezelétricos

Amostras com 3 cm de comprimento, didmetro externo de 1,9mm e
didmetro interno de 0,8mm foram obtidos de um cabo coaxial e enviados pela
empresa produtora. A partir dessas amostras foram obtidos tubos com coeficiente
de piezeletricidade de dsn = 2,5 pC/N e capacitancia 800 pF/m, com 5 mm de
comprimento que foram lavados em solucdo de acetona e em dgua destilada para

serem esterilizados.
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3.2.2-Tubos de PVDF [P(VDF-TrFE)] nao piezelétricos

Os tubos piezelétricos recebidos da empresa produtora foram fundidos a
temperatura de 150°C e colocados em porta amostras de latdo para formacio de

tubos com 2,0 mm de didmetro externo € 0,8 mm de didmetro interno.

3.2.3-Caracterizacdo dos tubos de PVDF piezelétricos e néao

piezelétricos

Todos os implantes foram submetidos a esterilizacdo por O6xido de
etileno. A caracterizacdo dos tubos piezelétricos e ndo piezelétricos foi feita pela
andlise termogravimétirca (TGA) e por Calorimetria diferencial de varredura
(DSCO), utilizando-se 5 tubos de cada um dos materias, escolhidos aleatoriamente,

antes de serem implantados.

3.2.3.1-Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) € definida como um processo
continuo que envolve a medida da variacdo de massa de uma amostra, em func¢do
da temperatura. O principal uso do TGA nos polimeros envolve o estudo da
estabilidade e decomposi¢dao térmica dos mesmos. Outras aplicacdes incluem a
determinacdo da estabilidade térmica e composi¢cio de compostos intermedidrios
que possam formar o polimero, composicdo de residuos, se presentes, extensdo da
cura em polimeros de condensacdo, composicdo e alguma informacdo sobre a
distribuicdo das seqiiéncias de mondmeros nos copolimeros entre outras

aplicacoes.

7z

A andlise termogravimétrica é realizada em equipamento modelo TG

209, Marca Netzsch. A amostra é colocada em um cadinho de alumina. Em seguida
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¢ aquecida a uma taxa de 10°C/minuto, da temperatura ambiente até 1000°C. Na
termogravimetria, o pardmetro medido é a massa, isto é, detecta-se utilizando-se
uma termo-balanca, o ganho ou perda de massa que ocorre na amostra em funcgio
de uma variacdo de temperatura. O transdutor ou sensor utilizado na andlise

termogravimétrica € uma balanga registradora.
3.2.3.2-Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura é uma técnica utilizada na
caracterizacdo das alteracdes dos cristais contidos no material, em funcdo da
temperatura. As transicoes de fases sdo acompanhadas por alteracdes de entalpia
do composto, ja que alteracdes na estrutura do material necessariamente liberam
ou absorvem energia, com a quebra e formacdo de novas ligagdes, ou simplesmente
com rearranjos na estrutura cristalina. No estudo de polimeros semicristalinos o
uso da técnica de DSC nos fornece a temperatura de transicdo vitrea (Tg), a
temperatura de cristalizacdo (T¢), onde os primeiros cristais sio formados, a
temperatura maxima de cristalizacdo (Tp) e finalmente a temperatura de fusdo
(Tm). Entre as temperaturas T. e T, podem ocorrer vdrias transicdes de fases

cristalinas.

A andlise € realizada no equipamento DSC 204 — Netzsch. A amostra é

colocada em um recipiente de aluminio, levada ao DSC e aquecida de -100° C a

500° C, com taxa de 10° C/ minuto.

3.2.4-Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos:

N

* Grupo I-Vinte animais submetidos a implantacio de tubos

piezelétrico.

» Grupo 2-Vinte animais submetidos a implantacdo de tubos niao

piezelétrico.
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Quadro 1-Distribuicdo dos animais, segundo a quantidade e o local de tubos

implantados e o tempo de seguimento

No. de animais Quantidade de Tempo de seguimento
Local de implante tubos implantados
P NP

10 Osso 5 5 7 dias
Musculo 5 5

10 Osso 5 5 3 semanas
Musculo 5 5

10 Osso 5 5 6 semanas
Misculo 5 5

10 Osso 5 5 12 semanas
Misculo 5 5

0 0 0

P = piezelétrico; NP = nio piezelétrico

3.2.5-Procedimentos?

Todos os animais foram submetidos a implantacdo dos materiais na
regido intercondiliana do fémur, da pata esquerda, e ventre do musculo triceps
sural, da pata direita, sendo portanto implantados 40 tubos de PVDF ndo

piezelétricos e 40 tubos de PVDF piezelétricos.

2 Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério de Biomecanica Ortopédica
(LABIMO) do Niucleo de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias médicas da UNICAMP.
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3.2.5.1-Preparo pré-operatorio

Os animais permaneceram em jejum pré-operatério de 8 horas e foram
submetidos a anestesia por meio de injecdo intravenosa de Pentobarbital sédico na

dose 50mg/ Kg.

Foi realizada tricotomia da drea a ser operada e as patas posteriores
foram lavadas com solug¢do de dlcool iodado a 2%, seguindo-se o isolamento da

area cirurgica com campo estéril fenestrado.

3.2.5.2-Procedimento cirdrgico para implantacido dos tubos no

tecido 6sseo

O acesso cirurgico foi feito na face lateral do joelho dos ratos. A patela

foi lateralizada, expondo-se a regidao intercondiliana fémur (Figura 5).

Figura 5-Exposicao dos condilos

Para a introducéo dos tubos foi realizada perfuracdo no centro da regiao

intercondiliana, com broca de didmetro equivalente ao do tubo e com profundidade
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de 5 mm. A espessura da broca variou de acordo com o didmetro do material a ser

implantado, a fim de que o implante ficasse bem adaptado a cavidade.
3.2.5.3-Acesso cirurgico para o musculo triceps sural

A musculatura adutora foi exposta por meio de incisdo na face medial da
pata, que era aberta por divisdo longitudinal de suas fibras, expondo-se o muisculo
triceps sural. Com um afastador isolava-se esse musculo e, com auxilio de uma
trefina e de um &mbolo, o tubo era implantado na massa muscular. O afastador era
retirado e o musculo adutor era aproximado sem sutura. Logo apds era realizado o

fechamento dos planos cirdrgicos (Figura 6).

Figura 6-Colocacdo do implante no musculo.

3.2.5.4-Coleta do material

Apés o tempo de seguimento pré estabelecido, os animais foram
sacrificados com dose letal de pentobarbital sédico para coleta dos tecidos. A
articulacdo do joelho era exposta, a fim de se desarticular o fémur, que era

seccionado no seu tergo distal.
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O corpo do musculo triceps sural era exposto pelo mesmo acesso
utilizado para a colocacdo dos implantes e retirado pela sec¢cdo da sua porgio
proximal e distal. Tanto o fragmento distal do fémur, quanto o corpo do musculo
triceps sural eram lavados com soro fisioldgico e fixados em soluc¢do de formaldeido

a 10% por 24 horas.
3.2.5.5-Microscopia Optica Convencional (MOC)

Ap6s a fixacdo do musculo em soluc¢do de formaldeido a 10% por 24
horas, os tubos foram retirados e permaneceram em solugdo alcodlica a 70%. Apds
a descalcificacio dos ossos em d&cido nitrico 5% por 3 dias, os tubos foram

armazenados em solucdo alcodlica a 70 % para a andlise histolégica convencional.

Os implantes retirados dos ossos (n=32) e musculos (n=40) foram
desidratados com soluc¢des de etanol em concentragdes crescentes (70% a 100%) e
por xilol para tornar o material translicido. Em seguida o material foi mergulhado
em parafina fundida a 60°C, mantido em temperatura ambiente para solidificacdo,
a fim de se obter blocos consistentes para serem cortados no micrétomo rotatdrio
(Leica RM 2155), com expessura de 6um, e corados com Hematoxilina eosina (HE)

e Tricomico de Masson (T M)

3.2.5.6-Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os tubos retirados permaneceram em solugdo alcodlica a 70%, em
temperatura ambiente, até a metalizacdo (com "sputtering” de um alvo de ouro,
camada de 7 nm - tempo 90 segundos). Foram entdo analisadas pela microscopia
eletronica de varredura (n= 72)., realizada com detetor de elétrons secunddrio para
avaliacdo de sua superficie e dreas com adesao celular e tecidual. As imagens foram
obtidas no Laboratério Nacional de Luz — Sincronton, com o microscdpia
eletronico da marca JOEL, modelo JSM- 5900 LV, e os parametros utilizados
foram "spotsize” 25-30, voltagem de 10-15 kV, e UD 20mm. Os aumentos foram de
100x, 500x e 2000x.
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3.2.5.7-Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) por

retroespalhamento

As andlises por Microscopia Eletronica de Varredura na modalidade de
retroespalhamento foram realizadas no Departamento de Fisico-Quimica do
Instituto de Quimica da UNICAMP. Os ossos sem descalcificacio (n=8) foram
submetidos a desidratacdo com solugdes crescentes de etanol e embutidas em
resina acrilica® para obtencdo de blocos. Esses blocos foram cortadas com o auxilio
de um disco de diamante e velocidade baixa, a fim de obter-se cortes transversais

com 0,5 mm .

A microscopia eletronica de varredura foi realizada com detetor de
elétrons retroespalhados na modalidade composi¢do, para avaliacdo da interface do
implante com o tecido. As pecgas foram desidratadas e submetidas a recobrimento
metdlico por "sputtering” com alvo de ouro-palddio, resultando em uma camada
com espessura inferior a Snm (tempo de 10 segundos). As imagens foram obtidas
no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Quimica da UNICAMP,
com 0 microscopio eletronico da marca JOEL
(modelo JSM- 6301LV). Os parametros utilizados foram "spotsize” 70, voltagem de
I15kV,e WD 10mm. Amagnitude das imagens foi de 30x, 70x, 200x e 500x.

3 Resina Orto Centerpol 603 S/UV. Fiber Center Industrica e Comércio.
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4- RESULTADOS




4.1-CARACTERIZACAO DOS TUBOS
4.1.1-Anéalise termogravimétrica (TGA)

As Medidas de Termogravimetria permitiram demonstraram a
estabilidade térmica dos materiais até 400°C, quando hd uma grande perda de

massa ou seja degradacdo do material, como ilustra o grafico 1:
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Grafico 1-Medida termogravimétrica realizada nos tubos de P(VDF-TrFE)

piezelétricos e ndo piezelétricos.
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4.1.2-Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As medidas de DSC mostraram que os materiais implantados eram o
PVDF piezelétrico e ndo piezelétrico, j4 que as temperaturas de cristalizacdo foram
diferentes para ambos os materiais. Para o P(VDF-TrFE) piezelétrico o pico de
fusdo foi de 115 e 150°C, enquanto que para o P(VDF-TrFE) ndo piezelétrico o pico
de fusdo foi de 180°C
(Grafico 2).
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Grafico 2-Medida de calorimetria diferencial de varredura realizada tubos de

P(VDF-TrFE) piezelétricos e ndo piezelétricos.
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4.2-ANALISE MACROSCOPICA

A cicatrizacdo da pele e dos tecidos moles foi evidente a partir do sétimo
dia. A fascia do musculo triceps sural apds esse periodo ja estava refeita, com

aspecto normal.

O material implantado, tanto no musculo como no osso, era facilmente
identificado, mas em algumas amostras percebia-se migracido e extrusao dos tubos
do tecido muscular, o que provocou a necessidade de reposi¢do de 5 animais com
implantes musculares (3 tubos de PVDF néo piezeletricos no grupo de 6 semanas de

seguimento e 2 tubos de PVDF ndo piezeletricos no grupo de 12 semanas).

A partir de 3 semanas de seguimento os tubos de PVDF piezelétricos
implantados no musculo mostraram-se mais aderidos do que os ndo piezelétricos,
dificultando a sua retirada. Nos implantes dsseos essa aderéncia foi notada apenas a
partir da sexta semana de seguimento, quando também pdde-se observar que a
superficie articular da regido intercondiliana estavam mais regulares e preenchidas

nos animais em que havia se implantado os tubos de PVDF piezelétricos (Figura 7).
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A-Tubos de PVDF B-Tubos de PVDF piezelétricos
piezelétricos com 6 com 12 semanas de seguimento

semanas de seguimento

C-Tubos de PVDF ndo D-Tubos de PVDF ndo
piezeletricos com 6 piezeletricos com 12 semanas

semanas de seguimento de seguimento

Figura 7-Fotos do preenchimento das cavidades no sacrificio (tubos piezelétricos e

nao piezelétricos)

Observou-se que os animais que foram submetidos a implantacdo de

tubos de PVDF piezelétricos tiveram os defeitos com maior preenchimento, quando
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comparado aos animais com tubos de PVDF ndo piezelétricos, nos quais apds 12

semanas ainda se visualizava a presenca do tubo na superficie do tecido.

4.3-ANALISE POR MICROSCOPIA OPTICA CONVENCIONAL (MOC)
4.3.1-Tecido muscular

Houve formacdo de cdpsula envolvendo os tubos piezelétricos e nédo
piezelétricos em todos os grupos e a celularidade dessa cdpsula era maior no grupo
de 7 semanas e menor no grupo de 12 semanas. A avaliacdo da espessura da cdpsula
neoformada ao redor do tubo ficou comprometida devido a dificuldade de retird-lo
do leito muscular em funcido da aderéncia do mesmo. Nas figuras abaixo (8 a 11)
foram selecionadas algumas imagens da cdpsula neoformada ao redor dos tubos
piezelétricos e ndo piezelétricos, coradas com Hematoxilina/ Eosina (HE) e

Tricromico de Masson (TM).
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A-Tubos de PVDF piezelétricos com 7 dias B-Tubos de PVDF nio piezeletricos com 7
de seguimento (r54) (HE) dias de seguimento (r117) (HE)

FOTLA - .
o

C-Tubos de PVDF piezeletricos 7 dias (r54) TM D-Tubos de PVDF nao piezeletricos 7 dias
(r117) TM

Figura 8 -Cortes histologicos transversais do tecido muscular apds retirada dos tubos
de PVDF piezelétricos (esquerda) e nao piezelétricos (direita), corados com
HE (Ae B) e TM (Ce D). (50x) Barra=0,57mm
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 3 B-Tubos de PVDF nédo piezeletricos com 3 semanas

semanas de seguimento (r51) (HE) de seguimento (r100) (HE)

(Y RS

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 3 D-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com 3 semanas

semanas de seguimento (r51) (TM) de seguimento (r100) (TM)

Figura 9-Cortes histolégicos transversais do tecido muscular apds retirada dos

tubos de PVDF piezeletricos (esquerda) e nao piezelétricos (direita),
corados com HE

(AeB)e TM (Ce D) (50x) Barra = 0,50mm
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 6 B-Tubos de PVDF nao piezeletricos com 6

semanas se seguimento (r42) (HE) semanas de seguimento (r94) (TM)

@ \ fff/’{s 4
X AR

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 6 D-Tubos de PVDF nido piezeletricos com 6

-

semanas de seguimento (r42) (TM) semanas de seguimento (r94) (TM)

Figura 10-Cortes histolégicos transversais do tecido muscular apds retirada dos
tubos de PVDF piezeletricos (esquerda) e nao piezelétricos (direita),

corados com HE (Ae B) e TM (Ce D) (50x) Barra = 0,40mm
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 12 B-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com

semanas de seguimento (r77) (HE) 12 semanas de seguimento (r91) (HE)

D-Tubos de PVDF piezeletricos com 12 E-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com

semanas de seguimento (r77) (TM) 12 semanas de seguimento (r91) (TM)

Figura 11-Cortes histologicos transversais do tecido muscular apds retirada dos
tubos de PVDF piezeletricos (esquerda) e ndo piezelétricos (direita), corados

com HE (Ae B) e TM (Ce D) (50x) Barra = 0,44mm

4.3.2-Tecido 6sseo
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Ao contrdrio do tecido muscular, ndo houve formacdo evidente de
cidpsula de tecido conjuntivo fibroso envolvendo os tubos. De qualquer modo a
retirada dos tubos piezelétricos foi sempre mais trabalhosa do que dos tubos ndo
piezelétricos por estarem mais firmimente aderidos no tecido 6sseo. Nas laminas
pdde-se notar que havia crescimento de tecido com caracteristicas de 0sso no
interior apenas dos tubos piezelétricos como pode-se notar nos cortes abaixo

corados com hematoxilina e tricromico de Masson (Figuras 12 a 15).
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 7 B-Tubos de PVDF néo piezeletricos com 7
dias de seguimento (R127) (HE) dias de seguimento (R116) (TM)

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 7 D-Tubos de PVDF nao piezeletricos com 7
dias de seguimento (r127) (TM) dias de seguimento (r116) (TM)

Figura 12-Cortes histolégicos transversais do tecido 6sseo ap6s retirada dos tubos de
PVDF piezeletricos (a esquerda) e ndo piezelétricos (a direita), corados com

HE (AeB)e TM (Ce D) (50x) Barra = 0,33mm
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 3 B-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com 3

semanas de seguimento (r50) (HE) semanas de seguimento (r101) (HE)

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 3 D-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com 3

semanas de seguimento (r50) (TM) semanas de seguimento (r101) (TM)

Figura 13-Cortes histolégicos transversais do tecido 6sseo apds retirada dos tubos
de PVDF piezeletricos (a esquerda) e nao piezelétridos (a direita), corados

com HE(AeB)e TM (Ce D) (50x) Barra=0,33mm
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A-Tubos de PVDF piezeletricos com 6 B-Tubos de PVDF néo piezeletricos com 6 semanas
semanas de seguimento (r39) (HE) de seguimento (r97) (HE)

eyt &
“- »
Ll

L.
-

F

e

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 6 D-Tubos de PVDF ndo piezeletricos com 6 semanas

semanas de seguimento (r39) (TM) de seguimento (r97) (TM)

Figura 14-Cortes histoldgicos transversais do tecido 6sseo apds retirada dos tubos

de PVDF piezeletricos (a esquerda) e ndo piezelétricos (a direita), corados

com HE(AeB)e TM (Ce D) (50x) Barra=0,33mm
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4

A-Tubos de PVDF piezeletricos com 12 semanas B-Tubos de PVDF nao piezeletricos com 12

de seguimento (r84) (HE) semanas de seguimento (r88) (HE)

C-Tubos de PVDF piezeletricos com 12 semanas D-Tubos de PVDF nio piezeletricos com 12

de seguimento (r84) (TM) semanas de seguimento (r88) (TM)

Figura 15-Cortes histoldgicos transversais do tecido 6sseo apds retirada dos tubos
de PVDF piezeletricos (a esquerda) e ndo piezelétricos (a direita), corados

com HE (AeB)e TM (Ce D) (50x) Barra = 0,33mm
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4.4-ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
4.4.1-Tubos de PVDF pré implantacao

O acabamento superficial dos tubos era mais regular nos tubos ndo

piezelétricos. A figura 16 mostra imagens dos tubos antes da implantacao:

188 188nm
]

Tubos de PVDF piezelétricos Tubos de PVDF nio piezelétricos

Figura 16-Imagens de MEV da superficie dos tubos antes da implantagdo

(Aumento 100x).

4.4.2-Tubos de PVDF pés implantaciao no muasculo

Observou-se adesdo tecidual na superficie dos tubos, variando em
intensidade de acordo com o tipo de material implantado e com o tempo de

seguimento, conforme observa-se nas imagens abaixo:
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Tubos de PVDF piezelétricos 6 semanas Tubos de PVDF piezelétricos 12 semanas

Figura 17-Imagens de MEV da superficie dos tubos de PVDF piezelétricos

retirados do tecido muscular (100X)

Tubos de PVDF néo piezelétricos 6 semanas Tubos de PVDF ndo piezelétricos 12 semanas

Figura 18-Imagens de MEV da superficie dos tubos de PVDF ndo piezelétricos

retirados do tecido muscular (Aumento 100X)
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Em todos os materiais implantados, tanto o crescimento tecidual como a
adesdo celular aumentaram com o tempo de seguimento. Observou-se maior

quantidade de tecido ao redor dos tubos de PVDF piezelétricos.

4.4.3-Tubos de PVDF pés implantacao no osso

Comparando-se essas imagens com as imagens antes da implantacdo,
observou-se que houve adesdo e crescimento de tecido conjuntivo na superficie dos
tubos retirados do osso. Apesar de nao ter sido quantificado, teve-se a impressao de
que esse crescimento e adesdo foi maior ao redor dos tubos piezelétricos, em todos

os tempos de seguimento. (Figuras 19 e 20).
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Tubos de PVDF piezelétricos 6 semanas Tubos de PVDF piezelétricos 12 semanas

Figura 19-Imagens de MEV da superficie dos tubos de PVDF piezelétricos

retirados do tecido 6sseo (Aumento 100X)

1
TR w180 A

Tubos de PVDF ndo piezelétricos 6 Tubos de PVDF ndo piezelétricos 12

semanas semanas

Figura 20-Imagens de MEV da superficie dos tubos de PVDF nao piezelétricos

retirados do tecido 6sseo (Aumento 100X)
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4.5-MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) POR
RETROESPALHAMENTO

As imagens obtidas pela MEV por feixe de elétrons retroespalhado
mostraram a interface formada entre os didmetros interno e externo dos tubos e o
tecido dsseo.
Observou-se que houve formacdo de tecido 6sseo ao redor de todos os tubos e no

diametro interno dos tubos piezelétricos, conforme ilustrado na figura 21.

= s

Tubos de PVDF piezelétricos 12 semanas Tubos de PVDF nido piezeléctricos 12 semanas

Figura 21-MEV por retroespalhamento dos cortes de tecido 6sseo embutidos em

resina acrilica (Aumento 30x).
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5-DISCUSSAO




A busca de materiais alternativos para substituir ou promover o
crescimento Osseo se faz cada vez mais necessdria, devido a complexidade dos
procedimentos de reconstrucdo ortopédica que sao hoje realizados. Ao se estudar a
eficiéncia de um determinado material a nivel experimental, a escolha do modelo
experimental e da metodologia utilizada sdo fundamentais para que se consiga
obter resultados que possam ser posteriormente aplicados em situacdes clinicas ou
que possam sugerir a realizacio de novos estudos com essa finalidade. E
importante que se analise os efeitos que o implante produz no tecido hospedeiro,

assim como os efeitos que o tecido hospedeiro possa produzir no implante.

Com relacdo aos polimeros, a caracterizagdo do acabamento superficial,
previamente a sua implantacdo deve ser feita, mesmo que por amostragem, para
que se possa excluir varidveis que possam interferir na resposta inflamatdria final,
o que no presente estudo foi realizado através das andlises pela microscopia
eletronica de varredura. Do mesmo modo, a caracterizacdo do material por
métodos fisicos também é importante para que os resultados obtidos com o ensaio

experimental sejam confidveis.

Como nesse estudo a unidade basica do PVDF foi modificada [P(VDF-
TrFE)] para facilitar o processamento e a polarizacdo do material era importante
que ele fosse caracterizado. Essa caracterizagdo foi realizada pela andlise
termogravimétrica e pela calorimetria diferencial de varredura. Pode ser
comprovado que o material utilizado apresentava estabilidade térmica até 400°Ce
que o ponto de Transi¢cdo de Curie foi distinto para os tubos piezelétricos e nao

piezelétricos.

A opcao pelo rato como animal de experimentacdo foi devido a sua
isogeneidade e disponibilidade. Os locais para receber os implantes foram
escolhidos a fim de possibilitarem ndo s6 a andlise da resposta inflamatéria ao
material, como também a andlise do crescimento 6sseo ao redor do implante,
motivo maior desse estudo. De acordo com EID et al. (2001) é permitida a
utilizacdo de mais de um local para a colocagdo de implantes com a finalidade de se

obter maior quantidade de informacdes.
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A escolha da extremidade distal do fémur para receber os tubos de PVDF
¢ utilizada na literatura (HEIKKLA, 1993) e nesse estudo mostrou-se adequada. Em
primeiro lugar devido a baixa morbidade do procedimento cirdrgico e, também
pela facilidade de execucdo, que permitiu controlar as varidveis envolvidas na
técnica cirurgica e minimizar os seus efeitos, fazendo com que os procedimentos

fossem facilmente reprodutiveis.

Ap6s a introducdo dos tubos era esperado que se iniciasse 0 processo
inflamatério, decorrente em parte do proprio processo de cicatrizacdo, oriundo da
lesdo tecidual produzida pela introducdo do implante. Em geral, esse processo
inflamatério tem como funcdo conter, neutralizar e, se possivel, excluir o agente
agressor do tecido, além de promover a sua cicatrizacdo (KRIZEK, 1983).
Normalmente essa reacdo é inespecifica e pode progredir ou se manter ativa,
dependendo da forma como o implante ird interagir com o tecido vivo

(BELANGERO et al., 1993).

As reacdes observadas ao redor do implante dependem do tipo do tecido
receptor. Respostas imediatas ocorrem por via sangiiinea e, portanto, quanto mais
vascularizado o tecido, mais rdpida e mais intensa serd a reacdo inflamatéria. Num
primeiro momento todo material implantado € envolvido por uma rede de fibrina
com a ativacdo de fatores quimicos e mediadores inflamatérios, que serdo
responsaveis pelo inicio da angiogénese e pela migracdo local de células, que terdo
a funcdo de iniciar o processo de fagocitose e de cicatrizacio da lesdo
(SALTHOUSE, 1984; GALANTE et al., 1991; ANDERSON, 1983; EID et al., 2001;
MARIOLANTI, 1993).

Em geral, os leucécitos e neutrofilos predominam nos primeiros dias
ap6s a lesdo, sendo paulatinamente substituidos pelos mondcitos, que se
diferenciam em macréfagos e estes, por sua vez, formam as células gigantes que
permanecem por meses no local da lesdo, se o agente agressor ndo for téxico. O
processo inflamatério agudo tem curta duracdo e muitas vezes, apresenta
exteriorizacdo clinica, observada na ferida pela presenca de edema, calor e rubor.
Nos animais aqui seguidos, tanto apds a implantacdo dos tubos no tecido muscular

como no tecido dsseo, pode-se observar apds a primeira semana, cicatrizacdo das
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feridas, sem que houvesse presenca de sinais inflamatdrios, com recuperacido da
funcdo em todos os animais, demonstrando que o material implantado ndo era

agudamente téxico.

O processo inflamatério crénico, por outro lado, ndo tem exteriorizacdo
clinica evidente e os componentes celulares formadores dessa reacdo sdo,
principalmente, os macréfagos e células gigantes do tipo corpo estranho, que
podem ou ndo estar associada a proliferacdo vascular e de tecido conjuntivo denso
(BELANGERO et al., 1993). A avaliacdo da reacdo inflamatdria pode dar idéia da
toxicidade do material implantado, de tal modo que reacdes inflamatérias pouco
intensas, que incitem a formacdo de granulomas e de células gigantes do tipo corpo
estranho, podem demonstrar que a toxidade, apesar de presente, é de grau
moderado ou leve. A espessura da cdpsula de tecido fibroso formada ao redor do
implante pode, dar informacgdes indiretas do grau de toxicidade do implante
(LAING, 1973). Os achados histoldgicos deste estudo mostraram que o material
implantado ndo apresentou toxidade, j4 que houve formacido de cdpsula tanto ao
redor dos tubos piezelétricos como ndo piezelétricos e que o tecido das cdpsulas foi

se tornando menos celular a medida que o tempo de seguimento aumentou.

A andlise prévia do acabamento superficial dos tubos (piezelétricos e ndao
piezelétricos) foi importante para que se pudesse aferir a qualidade da superficie
dos mesmos, ji& que o processo de fabricacdo foi diferente, apesar de serem
quimicamente idénticos. Segundo SALTHOUSE e MATLAGA (1983), a
padronizacdo do formato do implante é essencial, jd que as respostas inflamatorias
podem ser influenciadas pelo acabamento superficial e pelo acabamento do
material. Esses autores encontraram que a atividade e o metabolismo de células
adjacentes a superficie rugosas era significativamente diferente das células
adjacentes a implantes com superficie lisa de um mesmo material. Implantes de
politetrafluoretileno na forma de bastdes, implantados no musculo gliteo do rato,
com diversos periodos de seguimento, mostraram que o encapsulamento dos
bastdes lisos foi maior do que em bastdes rugosos e que a andlise histoquimica da

atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase e da fosfatase alcalina dcida foram

sempre maiores ao redor dos bastdes rugosos, mesmo apds 90 dias de implante. Os
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achados do presente estudo mostraram que houve crescimento de tecido ao redor
dos bastdes, com formacgdo de cdpsula de tecido fibroso envolvendo os bastdes.
Esses resultados mostram que a reacdo inflamatdria foi discreta e que a presenca

da cdpsula de fibrose reflete pouca agressao do material ao tecido receptor.

Achados semelhantes foram observados por BELANGERO et al. (1993)
no estudo da biocompatibilidade de materiais carbdnicos. Apesar de ter
composi¢do quimica perfeitamente igual, particulas de material carb6nico amorfo
incitavam reac¢do inflamatéria menor do que as fibras. Segundo os autores, essa
diferenca estava relacionada com a presencga das fibras de carbono com elevado
modulo de elasticidade, jd que ao redor dessas estruturas, mesmo apds um ano de
seguimento, ainda se observava a presen¢a de macrdfagos e células gigantes, que

eram praticamente inexistentes nos animais sem as fibras.

LAROCHE et al. (1995-a), por exemplo, utilizaram o PVDF como uma
alternativa muito atrativa ao polipropileno, justificando a sua utilizacdo em
suturas vasculares em funcdo de suas propriedades fisico-quimicas e boa
biocompatibilidade. No presente estudo o tecido formado ao redor dos tubos foi
predominantemente composto por fibroblastos, que diminuiam em concentracao
no decorrer do tempo, diferenciando se em fibrdcitos. Ao redor dos tubos
piezelétricos, houve maior concentracdo de fibroblastos, sendo, inclusive, mais
dificil de retird-los do musculo devido a grande aderéncia tecidual. De acordo com
o processo de cicatrizagdo natural, ap6s a implantacdo dos tubos houve acdo de
mondcitos e macréfagos, seguida de proliferacdo de fibroblastos e células
vasculares endoteliais no sitio do implante, levando a formacdo de um tecido de
granulacdo correspondente ao inicio da resposta de cicatrizacdo. A proliferacdo de
fibroblastos acarretou a formacdo de uma capsula fibrosa que foi vista, nem sempre
integra (possivelmente rompida durante a retirada dos tubos), nas ldminas do

tecido muscular. Resultados correspondentes foram observados pela MEV.

A andlise histolégica do tecido 6sseo mostrou que a formacdo dessa
capsula fibrosa ndo foi visivel, embora as imagens do MEV mostrassem adesdo

tecidual na superficie dos tubos. IRVING (1973), relata que o coldgeno € um
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constituinte da matriz 6ssea, sobre a qual os cristais de apatita comecam a se
nuclear, nao havendo divida de que em um osso calcificado o coldgeno e a fase
inorganica sao fortemente ligados. O préprio processo de reparagdo, decorrente da
lesdo 6ssea provocada pela broca no momento da perfuracio, deve ter resultado em
rompimento de vasos sangiiineos e formacao de hematoma no local. Parte do osso
adjacente foi gradualmente reabsorvido. Houve prolifera¢do de células precursoras
dos osteoblastos que, na presenca de suprimento sangiiineo adequado,
diferenciaram-se em osteoblastos, células responsdveis por formacdo O&ssea

(EINHORN, 1998).

Provavelmente, o principal estimulo para que ocorresse esse
crescimento de células e fibras de coldgeno foi o gradiente de pressdo gerada
durante a marcha do rato transmitida a cavidade articular do joelho. Como esta
cavidade mantinha-se perfeitamente fechada, com liquido sinovial, pode se supor
que o bombeamento ciclico e constante desse liquido deve ter produzido
microdeformacgdes na superficie interna dos tubos que, por sua vez, devem ter
gerado, através do efeito piezelétrico, cargas negativas tanto na superficie interna

quanto externa do mesmo (JIANQING et al., 1997)

Como os tubos piezelétricos e ndo piezelétricos tinham a mesma origem,
composi¢do quimica e acabamentos superficiais, a unica varidvel que poderia

justificar a diferenca no crescimento 6sseo era a presenca da piezeletricidade.

Sabe-se que a osteogénese pode ser mediada pela corrente elétrica
gerada por materiais piezelétricos por meio das alteragdes de pressdo. Materiais
polares, como o coldgeno e ions, podem sofrer influéncia de um campo elétrico que,
por sua vez, pode definir ndo sé o arranjo das fibras e a sua dire¢do de deposicao,
como também estimular células com potencial osteogénico. A corrente elétrica
gerada pelos tubos piezelétricos pode ter estimulado o crescimento ordenado dos
osteoblastos, a secrecdo de coldgeno e a calcificacdo da matriz 6éssea também de
forma ordenada. Esta hipdtese estd baseada nos achados observados dentro dos

tubos (piezelétricos e ndo piezelétricos) implantados nos ratos. O material

Discussdo

68



encontrado dentro dos tubos ndo piezelétricos tinha aspecto de material

completamente desorganizado e amorfo.

Provavelmente, o crescimento mais ordenado dos osteoblastos, assim
como a deposicdo mais ordenada das fibras de coldgeno e a maior calcificacdo da
matriz 6ssea explicam a osteogénese mais eficiente, observada dentro dos tubos. Os
achados desse estudo merecem atencdo e continuidade j4 que ha sugestdes de que
os implantes piezelétricos interferem positivamente no fendmeno da osteogénese

(JIANQING et al., 1997)

A microscopia eletronica de varredura por retroespalhamento foi
utilizada neste estudo para se avaliar detalhes da interface entre os tubos e o tecido
6sseo, sem que houvesse necessidade de se proceder a descalcificagdo prévia. Este
exame revelou crescimento de tecido semelhante ao tecido ésseo apenas no interior
dos tubos piezelétricos, confirmando os achados obtidos com a técnica histolégica

convencional.

O tipo e magnitude da deformacdo mecanica sofrida pelos tubos neste
estudo pode ser questionada, j4 que, aparentemente, ndo deveriam ter sofrido
deformacio, por estarem implantados na regido metafisdria distal dos fémures.
Como, entdo, pode ter sido obtido o efeito piezelétrico? Por estarem implantados
na regido intercondiliana do fémur e por esta regido ser intraarticular, os tubos
passaram a sofrer microdeformacdes devido a mudanc¢a do gradiente de pressdo
intraarticular, gerada pelo movimento da articulacdo e pelo carregamento da pata
durante a marcha. Essa microdeformacdo deve ter induzido, pelos efeitos da
piezeletricidade, a formacdo de correntes elétricas na face externa e interna dos
tubos, que foram responsdveis pela osteogénese. A explicacdo para este encontro
pode estar baseada no fato de que os tubos tinham nas suas superficies interna e
externa cargas negativas que poderiam sofrer despolarizacdo, de forma semelhante
aquela observada nas membranas a medida que o tubo era deformado. Alguns
autores sugerem que o aparecimento dessa diferenca de potencial poderia

estimular a migracdo de osteoblastos para a superficie do material piezelétrico
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(JONES e BOYDE, 1976; HAMAMOTO et al., 1995; NAKAMURA et al.,, 2002;
KIZUK et al., 2003) e a deposicdo de tecido dsseo.

A relacdo entre a piezeletricidade e o crescimento do tecido 6sseo tem
sido estudada (FUKADA e YASUDA, 1957; BASSETT e BECKER, 1962; SHAMOS e
LAVINE, 1967; KOBERLE, 1974; YASUDA, 1977; FUENTES, 1978). Em estudo
recente, JIANQING et al. (1997) compararam o desempenho de implantes de
hidroxiapatita ceramica (HA) com implantes de hidroxiapatita piezelétrica
(HABT). Neste estudo observaram crescimento dsseo ao redor dos implantes de
HABT em uma semana, enquanto que apos duas semanas ndo havia neoformacao
6ssea ao redor dos implantes de HA. Os resultados sugeriram que a
piezeletricidade deve ter gerado potenciais elétricos pela deformacdo mecanica dos

implantes e, assim, estimulado a osteogénese.

Pode-se concluir que o PVDF € um polimero que no estado piezelétrico
nio induz reacdo inflamatdria, mesmo quando implantado no tecido muscular de
ratos por 12 semanas e, além disso, pode facilitar a deposi¢ao de tecido dsseo ao seu
redor. Estes achados indicam que este material (PVDF) deve continuar sendo
estudado e investigado para futuras aplicagdes clinicas na drea da ortopedia,

objetivando-se a neoformacado éssea.

Discussdo

70



-6- CONCLUSAO




A reacdo inflamatéria observada ao redor dos tubos de PVDF
(piezelétrico e ndo piezelétrico) implantados no musculo triceps sural do rato,
podem ser consideradas semelhantes e de pequena intensidade, j& que apds 12
semanas estes tubos estavam envolvidas por uma cdpsula de fibrose praticamente

acelular;

A andlise histolégica convencional e a andlise da MEV por
retroespalhamento mostrou que a interface formada entre o tubo de PVDF
piezelétrico e ndo piezelétrico com o tecido 6sseo ndo era formada por tecido
fibroso e que apenas no interior dos tubos piezelétricos houve formacdo de tecido

dsseo, inclusive com aspecto trabecular.
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