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GLOSSARIO

Analogo - lat. analdgus,a,um ‘proporcionado, simétrico, analogo, semelhante', do
gr. analogos,os,on 'proporcional, que esta em relacao com, analogo'; ver an(a)- e

logo.

Artroplastia - operacédo de uma articulagcao para restituir-lhe o maior grau possivel

de integridade, mobilidade e fungdo.

Banco de ossos — Local de armazenamento de 0ssos.

Bioabsorvivel - que pode ser absorvido por um organismo; bioabsorbivel.
Biomaterial - substancia compativel com os tecidos vivos.

Carcinogénico - relativo a carcinégeno: agente que provoca o desenvolvimento

de um carcinoma (neoplasia maligna) no organismo.

Células tronco — células nao-diferenciadas ou seja, que ndo adquiriram funcdo e
morfologia especifica, podendo se diferenciar de acordo com o estimulo que

receberem (fatores de crescimento).

Cinética - parte da fisico-quimica que investiga a velocidade das reacoes
quimicas, os mecanismos destas reagdes e os fatores que as determinam.

Cisalhar — causar cisalhamento: ato ou efeito de cisalhar: fenémeno de
deformag&o ao qual um corpo ests sujeito quando as forgcas que sobre ele agem
provocam um deslocamento em planos diferentes, mantendo o volume constante.

Citocinas — moléculas peptidicas envolvidas na comunicagao entre células.

Corrosao - transformacdo quimica de metais ou ligas em oxidos, hidréxidos elc,,
ou transferéncia destes sob forma idnica para o0 meio em que estejam imersos, por
processos de oxidagdo, pelo contato com agentes oxidantes como o oxigénio,

umidade, etc.

XX



Craniosinostose - Fusdo precoce das suturas cranianas, ocorrendo mais

freqlentemente na sutura corondria.

Cristalinidade - pertencente a, da natureza do cristal ou formado por

cristalizacao.

Diafanizagdo — método quimico que permite o clareamento de um tecido

preparando-o para outras coloracées.

Difusdo - migragdo de d&tomos ou moléculas em um sistema fisico
(solido, liquido ou géas), em geral devido a sua prépria agitacao térmica, muitas
vezes também causada pela influéncia de um gradiente de temperatura, pressao,

Ou por um potencial quimico ou elétrico.

Emulsao - dispersao coloidal de um liquido em outro.

Estresse mecanico — intensidade de estimulo mecanico.

Hematoma - acimulo de sangue em um 6rgao ou tecido apos uma hemorragia.

Histomorfometria - analise quantitativa de componentes da morfologia tecidual

como volume, area, perimetro e quantidade de células.

Inerte - sem atividade ou movimento préprios; que ndo provoca reagdes quimicas,

fisicas ou biolégicas.

Lamelacdo - ato ou efeito de lamelar: organizagado ou divisdo em lamelas;

lamelado: disposto ou dividido em laminas: camadas.

Liquido sinovial - humor transparente e viscoso que lubrifica as articulagdes e

que € secretado pela membrana sinovial.
Liquido tissular — liquido relativo a tecido organico.

Microtomia - dissecacdo anatdmica de tecidos; microtomia, obteng¢ado de cortes

de um tecido.
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Morbidade - conjunto de causas capazes de produzir uma doenga; caracteristica,

qualidade ou estado do que é morbido.

Osteocondutor — que conduz/direciona a formacdo ossea durante o reparo de

uma leséo.
Osteoindutor — que induz a formacdo dssea.

Osteointegracdo - uniao estavel e funcional entre 0 0sso e a superficie de um
biomaterial. Este fenémeno ocorre apés a insercio do material dentro do 0sso e a

migracao das células ésseas para a sua superficie.

Osteossintese - intervencdo cirirgica em um osso fraturado visando manter

unidas as bordas por meio de sutura, anel, placa ou outros meios mecanicos.

Polimero bioabsorvivel — material polimérico ndo absorvivel gue quando inserido
em um meio organico sofre reagdes quimicas que o convertem em um material

facilmente metabolizado pelo organismo.

Protese acetabular — peca interna de material sintético que substitui o acetabulo:
acetabulo: no homem e nos vertebrados tetrapodes, cavidade cotildide do 0sso do

quadril, na qual se articula a cabega do fémur; protese acetabular-.

Tricotomia —raspagem de pelos e/ou cabelos.
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RESUMO



A necessidade da utilizacdo de enxertos naturais efou materiais sintéticos para
auxiliar no reparo ésseo é diretamente proporcional a perda tecidual nas lesdes. A
administracdo de substancias antibidticas é necessaria para prevenir, ou mesmo
combater a acdo de agentes bacterianos que possam vir a retardar o reparo
tecidual. Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicacdo de um polimero
bioabsorvivel associado & uma droga antobidtica na regenerecio Gssea. Foram
realizados  implantes d6sseos de  microesferas da blenda de
poli(L-acido  latico)PLLA/poli(oxido de etileno)PEQ na composi¢cao 80:20
associadas ao cloridrato de vancomicina e ndo associados ao cloridrato de
vancomicina em ratos. Os implantes foram colocados em cavidades de 3 mm de
diametro realizadas em tibias de ratos da linhagem Wistar. Grupos com 5 animais
cada, foram submetidos a periodos experimentais de 2 e 4 diase 1, 2, 4. 8. 16 e
32 semanas. Os achados morfoldgicos foram semelhantes em ambos grupos.
Houve primeiramente a formagdo de malha de fibrina e hemorragia ao redor das
microesferas, as quais foram gradualmente sendo substituidas por tecido de
granulagdo. A partir do quarto dia, houve a formagéo inicial de matriz dssea
envolvendo as microesferas centripetamente, tornando-se mais evidente e madura
da primeira até a trigésima segunda semana de implantag&o. A comparacao entre
os achados histomorfométricos e semi-quantitativos, quanto a formacao oOssea,
demonstraram né&o ter havido diferenca significativa entre os dois grupos. Reacgdes
de rejeicéo tecidual ndo foram observadas. Pode-se concluir, portanto, que além
da evidente osteointegracéo das microesferas de PLLA/PEQO, a associagdo com o
cloridrato de vancomicina no prejudicou a regeneracao ossea podendo ser este
material utilizado como enxerto, bem como ser util na prevencdo de infecgdes

bacterianas.

Palavras-chave: microesferas da blenda de poli(L-acido latico)PLLA,
poli(dxido de etileno)PEO, vancomicina, histomorfometria ossea, enxertos

0sseos.
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ABSTRACT



The use of natural graft and synthetic materials to help bone regeneration is
directly relative to cause of bone injury and bone requirement to compose a graft.
The antibiotics drugs management is necessary to prevent and combat bacterial
agents that could retard the tissue repair. The aim of this study was to evaluate the
bioabsorbable polymeric implants antibiotic associated behavior during the bone
healing. Poly(L-lactic acid)PLLA/poly(ethylene oxide)PEO microspheres blends
80:20 vancomicyn associated bone implants, was compared with PLLA/PEQ blend
without vancomycin. The implants were inserted in a 3 mm proximal tibiae defect in
adult Wistar rats. Periods from 2 and 4 days and 1, 2, 4, 8 16 and 32 weeks were
evaluated in 5 animals per group. The histological findings were similar among
groups. A fibrin net and hemorrhage were observed primarily around the
microspheres and both were progressively replaced by granulation tissue. In
four-day implant, the initial bone formation around microspheres was noted. The
growth of bone tissue was initially characterized by wolven bone with progressive
maturation to lamellar bone, centripetally to microspheres group. The quantity of
new bone growth, measured by histomorphometric method and semi-quantitative
analysis showed no differences between groups in each experimental interval.
Therefore we conclude that mixing vancomycin chioridrate into PLLA/PEO
microspheres did not affect the bone regeneration. Besides, the PLLA/PEO
vancomycin associated microspheres allowed the osteocintegration. For those
reasons, the material could be used as bone graft, helping the bone repair. In
addiction, the associating with antibiotic drugs could be useful to prevent infections

during bone healing.

Keywords:  microspheres blend of poly(L-lactide acid)PLLA /
poli(ethilene oxyde)PEO, vancomycin, bone infections, bone

histomorphometry.

Abstract

XXXIX



1-INTRODUCAO



1.1 - Histofisiologia do Tecido Osseo

O sistema esquelético é composto de 206 ossos que variam em sua
forma e tamanho sendo esta variacdo diretamente relacionada com sua funczo.
Os ossos s&o interconectados por uma variedade de articulagbes que permitem
uma extensa gama de movimentos e, ao mesmo tempo, garantem estabilidade
corporal. Bioquimicamente o tecido 6sseo é definido por uma mistura de matriz
organica e matriz inorgénica. O componente inorganico, hidroxiapatita de calcio
[Cato(PO4)e(OH)z], € o mineral que confere forca e resisténcia aos ossos,
armazenando 99% do calcio, 85% do fosforo e 65% do sodio e magneésio
corporais. O componente organico inclui as células dsseas e as proteinas da
matriz. As células formadoras de osso incluem as células osteoprogenitoras,
osteoblastos e ostedcitos (ROSEMBERG, 2000). A geragao e estimulagdo destas
células séo reguladas por citocinas e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento para fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento transformador-g (TGF- B) (MUNDY,1995).

As células osteoprogenitoras sdo células tronco mesenquimais,
pluripotenciais localizadas ao longo das superficies 6sseas. Quando estimuladas
elas tém a capacidade de entrar em processo de divisio celular e se diferenciar
em osteoblastos. Este mecanismo é essencial para o crescimento, remodelagem e
reparo osseo. Os osteoblastos localizam-se na superficie 0ssea e sintetizam,
transportam e organizam as proteinas da matriz, dentre elas o colageno tipo |,
osteocalcina, osteopontina, fibronectina e sialoproteina 6ssea. Os osteoblastos
possuem receptores na superficie celular que se ligam a muitos horménios
(dentre eles paratorménio, vitamina D e estrogénio), citocinas e fatores de
crescimento e proteinas de matriz extracelular. Com a producéo da matriz 6ssea,
Os osteoblastos s&o aprisionados passando a ser denominados de osteocitos. Os
ostedcitos sd&o mais numerosos que os osteoblastos e encerrados por 0Sso,
comunicam-se entre si através da emissdo de prolongamentos citoplasmaticos
denominados canaliculos. Através destes canaliculos os ostedcitos promovem a
troca de substratos e potenciais de membrana. Os ostedcitos tém a capacidade de

Introdugéo
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detectar forcas mecanicas exercidas sobre os ossos e traduzi-las em atividade
bioldgica, como a ativagao de células progenitoras através da liberagao de
mediadores quimicos e monofosfato de adenosina (ADP). No tecido 0sseo
encontram-se também os osteoclastos, células com capacidade de promover a
reabsorcao da matriz 6ssea, importante em processos de remodelagem tecidual.
Durante esta remodelagem, & medida que 0 0SSO é degradado até suas unidades
elementares, sao liberadas substancias que iniciam sua renovagao
(ROSEMBERG, 2000).

As superficies intemas e externas dos ossos s&o recobertas por células
osteoprogenitoras e tecido conjuntivo, constituindo o enddsteo e o periosteo. As
principais fungdes do endosteo e do periésteo sao, respectivamente, a nutricao do
tecido 6sseo e o fornecimento de NOVOS osteoblastos, para o crescimento,
remodelagem e reparo 6sseo. O tecido dsseo é formado por 0sso compacto,
também conhecido como osso cortical, € por 0SSO esponjoso, constituido pelas
trabéculas Osseas. As cavidades dos 0SsOS esponjosos Sao preenchidas por
medula Ossea composta por tecido hematopoiético e/ou tecido adiposo.
Histologicamente © 0SSO compacto € O esponjoso diferenciam-se por sua
organizagdo. O 0ssO compacto apresenta as fibras colagenas organizadas
paralelamente em sentido Unico, o que é chamado de lamelacdo. Esta lamelacao
& encontrada ao redor de canais que servem de espago para a passagem de
vasos sanguineos responsaveis pela nutricdo e trocas metabdlicas do osso, sendo
denominados de canais de Havers. Ja 0 0SSO esponjoso nao possuli canais de
Havers e apresentam somente a lamelacéo das fibras colagenas. A nutricéo e
trocas metabolicas do tecido, neste caso, sao realizadas por difusdo através do
enddsteo. O tecido 6sseo também se diferencia em imaturo ou primario e maduro
ou secundario. Os dois tipos possuem as mesmas células e o0s mesmos
constituintes de matriz. Durante a formagao 6ssea ou o reparo de lesbes, € O
tecido primario que aparece primeiro, sendo posteriormente substituido por tecido
secundario. A caracteristica morfologica do tecido primario consiste em fibras
colagenas que se dispdem irregularmente, sem orientacdo definida, conhecido

como osteodide ou “wolven bone”. No tecido ésseo secundario ou lamelar, também
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conhecido como osso maduro, essas fibras se organizam em lamelas adquirindo
uma organizacao paralela em sentido unico (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O osso € singular na sua capacidade de se reparar, reconstituindo-se
completamente por processos de reativagdo que envolvem estagios histologicos,
bioquimicos e biomecénicos. Imediatamente ap6s uma fratura, a ruptura de vasos
sanguineos produz um hematoma, que preenche a lacuna da fratura e circunda a
area da lesdo Ossea. Isso também gera uma malha de fibrina que ajuda a vedar o
local da fratura, servindo de arcabougo para o influxo de células inflamatorias,
crescimento de fibroblastos e formagdo de novos vasos sanguineos
(ROSEMBERG, 2000). Ao mesmo tempo, plaquetas e células inflamatérias
migratdrias liberam fatores de crescimento (PDGF, TGF-B e FGF), os quais ativam
as celulas osteoprogenitoras no periésteo, cavidade medular e tecidos moles
circundantes, estimulando a atividade osteoblastica e osteoclastica.
Subsequentemente, as células osteoprogenitoras ativadas depositam tecido 6sseo
dentro da cavidade medular. As células mesenquimais ativadas dos tecidos moles
podem diferenciar-se em condroblastos, células produtoras de cartilagem que
auxiliam envolvendo o local da fratura. Desse modo, as extremidades da fratura se
unem por um calo-6sseo, que se mineraliza gradualmente aumentando a
resisténcia mecanica do local fraturado. Nos estagios iniciais da formag&o do calo,
um excesso de tecido fibroso, cartilagem e osso sdo produzidos. A medida que o
calo amadurece e transmite as forcas de sustentagdo do peso, as partes nao
estimuladas sofrem reabsorgéo, fazendo o calo diminuir até o osso readiquirir sua
arquitetura e formato inicial (ROSENBERG, 2000). Entretanto, na ocorréncia de
perda 0ssea, e na dependéncia de seu volume, frequentemente é necessaria a
utiizacdo de enxertos ésseos para auxiliar no reparo da lesdo. Fraturas
traumaticas, patologicas, neoplasias e doengas infecciosas sdo algumas das
lesGes mais comuns que podem afetar os ossos. Estas lesdes podem causar
desde disturbios de locomogdo ou movimentagdo até perdas significativas de
massa ossea, trazendo dificuldades relacionadas ao reparo da area lesada, bem

como a estabilidade do osso e manutengdo de suas propriedades funcionais.
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A necessidade da utilizacdo de enxertos naturais e/ou materiais
sintéticos para auxiliar no reparo 0sseo & diretamente proporcional a perda
tecidual nas lesbes. Os enxertos 6sseos naturais € 0s materiais sintéticos, neste
caso, podem ser utilizados ainda como coadjuvantes na aplicagéo de proteses em
grandes cirurgias, melhorando assim a osteointegragdo dos materiais. Na
abordagem cirurgica ortopédica destes casos, é igualmente importante a
administracdo de substancias antibidticas para prevenir e combater a acéo de

agentes bacterianos que possam vir a prejudicar o reparo da lesao.

1.2 - Enxertos Osseos Naturais

Os enxertos 0sseos naturais s&o classificados guanto a sua origem
como heterégenos, alégenos e autogenos. S30 conhecidos por heterogenos 0s
enxertos cujo organismo doador € de espécie diferente do organismo receptor;
enxertos alégenos, quando o organismo doador e o receptor s&o diferentes, porém
da mesma espécie; enxertos autdgenos, quando o osso provém do mesmo
organismo, apenas de local diferente. Os locais comuns de obtencé@o dos enxertos
6sseos sdo a crista iliaca, fibula e tibia. Estruturalmente, os enxertos podem ser
compostos de 0ssoO compacto, 0SSO esponjoso ou da combinagao destes
(figura 1). Quando existe a necessidade de forca mecanica, o enxerto deve ser
constituido de osso compacto. O 0sso esponjoso possui pouca forga mecanica e
por este motivo deve ser utilizado em locais que ndo exijam forga ou deve ser
associado ao osso compacto quando enxertado. Neste caso, seria combinada a
forca mecanica do osso compacto com a propriedade de rapida incorporagao do
osso esponjoso. Os enxertos sao necessarios para auxiliar no suporte, no
preenchimento e, no caso dos enxertos autégenos, como fonte de células
osteogénicas durante o reparo (CHAPMAN e MADISON,1988).

Os uso de enxertos € uma alternativa para o reparo osseo, entretanto, a
sua obtencdo pode limitar seu uso. O uso de enxertos autdlogos em criangas €

limitado pois o volume de reserva ssea é pequeno, e a necessidade de retirada
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de fragmentos dos dois ossos iliacos aumenta a morbidade. O risco de
sangramento excessivo € maior e consequentes cicatrizes muitas vezes extensas
e dolorosas permanecem nos locais doadores, levando ao desconforto maior do
paciente. Em pacientes adultos, a retirada de fragmentos do osso iliaco e da fibula
para enxertos, dependendo da extenséo da lesdo a ser reparada, pode nio ser
suficiente havendo a necessidade do cirurgio recorrer a banco de o0ssos. Existe
ainda a restricao na retirada de ossos para enxertos autégenos em pacientes com
mutagbes gendmicas, como a displasia fibrosa poliostdtica, uma vez que a
mutaca@o podera estar presente no tecido 6sseo de forma generalizada, mesmo
que esse nao desenvolva a doenga. Outra situacdo limitante na enxertia, sao
pacientes portadores de diabetes mellitus, pacientes imunossuprimidos e
transplantados, onde € maior o risco de infeccdes pos-operatorias
(BOYCE, et al. 1999, SKINNER, 2000).

Sabe-se que os enxertos Osseos autdgenos possuem, além de suas
propriedades mecanicas, células osteogénicas e fatores de crescimento 6sseo,
caracterizando-o como importante agente osteoindutor no reparo tecidual. Ja os
enxertos alégenos, provindos de banco de ossos, por serem submetidos 2
processos de esterilizagao por exposicdo ao 6xido de etileno, irradiagdo por raios
gama ou serem submetidos a processos de resfriamento convencional em
congeladores biolégicos e resfriamento & seco (liofilizagdo) (BOYCE et al.,1999),
perdem sua capacidade osteoindutora, devido a morte de células osteogénicas e
inativacdo de fatores de crescimento. Existe ainda, com relacdo aos enxertos
alégenos, o risco de rejeigdo e contaminacéo viral e bacteriana. O processo de
esterilizacdo e resfriamento utilizados comumente nestas amostras, pode néo ser
suficiente para eliminar, por exemplo, o virus da imunodeficiéncia adquirida — H.1.V
€ 0 virus da hepatite (COOK et al., 2000).

Introducgéo
47



Figura 1 - Esquema ilustrando o método de retirada de enxertos 6sseos da crista
iliaca. A. Obtencéo de osso corticoesponjoso da superficie iliaca lateral
com a utilizagdo de cortes longitudinais paralelos. B. Obtengédo de
“janela” no osso cortical para acesso ao 0SSO esponjoso. C. Grandes
fragmentos de osso iliacos s&o obtidos com a manutencao do contorno
da crista. D. A restauracdo do contorno do osso iliaco apoés a retirada
do enxerto pode ser feita com cimentos 6sseos, moldados no préprio
local. (HSU et al., 1995).
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Frente as limitacbes na utilizacdo de enxertos Osseos naturais, as
pesquisas biomédicas voltaram-se para estudos com materiais sintéticos que
pudessem substituir os naturais. Estes materiais sintéticos sao denominados de
biomateriais e vém sendo utilizados na terapéutica substituindo ou sendo
utilizados junto aos enxertos 6sseos, ou até mesmo na substituicdo de segmentos
Osseos, reparo de fraturas ou reparo de malformagdes 6sseas congénitas. Dentre
os biomateriais pode-se citar os metais, ceramicos, poliméricos ndo-bioabsorviveis

e 0s poliméricos bioabsorviveis.

1.3 - Materiais Metalicos

A primeira fixagéo Ossea interna data de 1775, a qual foi contestada
devido as reacdes teciduais que os implantes poderiam causar. Mais tarde, em
1829, iniciou-se um estudo com implantes constituidos de varios tipos de
materiais, constatando ser a platina mais compativel com os tecidos quando
implantada. Em 1880, os cirurgides deram inicio aos implantes metalicos estéreis,
para evitar as reacdes infecciosas que vinham sendo constatadas. Em 1866 foi
dado inicio ao uso de placas e parafusos para reconstrucbes Osseas apos
fraturas. Desde entdo, as pesquisas voltaram-se para testes com varios tipos de
metais, dentre eles o cobalto, vanadio, cromo, niquel e tungsténio. As pesquisas
foram realizadas em humanos e animais onde o objetivo era estudar as reagbes
inflamatorias causadas pela liberacdo de particulas que ocorriam durante a
corrosao destes materiais. Desde o inicio de 1950, a utilizagdo de ligas metalicas
em cirurgias de reconstruc@o 0ssea crescia progressivamente. Até os dias atuais,
a clinica ortopédica continua utilizando-se destes materiais para cirurgias
reconstrutivas, onde as pesquisas voltadas para esta area permitem a confecc¢ao
de implantes metalicos mais adaptados quimica e mecanicamente para o tecido
0sseo (CHEUNG et al.,2003).

Aco inoxidavel e ligas metalicas a base de ferro sdo utilizadas por
exemplo como proteses acetabulares sendo utilizado também como placas de
fixacao interna, pinos, parafusos, superficies articulares e segmentos de ossos
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longos (figura 2-A). Avancos na ciéncia de materiais tém tornado materiais a base
de cobalto e ligas a base de titdnio mais resistentes para 0 uso ortopédico como

implantes de uso permanente (COOK et al., 2000).

O uso de materiais metalicos (titdnio, aco inoxidavel e algumas ligas
metalicas como titanio e niquel Ti-Ni) na confecgdo de placas e parafusos tem sido
considerado um método seguro, entretanto, existem desvantagens relacionadas
30 uso destes metais. Dentre elas, necessidade de novas cirurgias para retirada
do material implantado apds o reparo da lesdo, e a transferéncia de estresse
mecanico que leva a refraturas, as quais inibem o uso destes produtos. No caso
de implantes metélicos permanentes, existe ainda a possibilidade de oxidagéo do
material, o que é morfologicamente demonstrado através de metalose tecidual
(OTTOVIANI et al,, 2005). A oxidagao leva a corrosdo do material o que e
caracterizada por um processo de reacdes quimicas que enfraquecem 0 metal.
Todos os metais corroem quando implantados e a intensidade da corrosao e
determinada pela composicdo quimica do metal. O aco inoxidavel, por exemplo,
corroe mais facilmente que os metais a base de cobalto e ligas a base de titanio
(COOK et al., 2000).

Além da corroséo, o desenvolvimento de neoplasias junto a implantes
metalicos tem sido constatada. Desde os Ultimos 40 anos, quando o primeiro caso
foi reportado, a causa especifica ainda esta para ser estabelecida. A incidéncia de
neoplasias adjacentes a implantes de aco inoxidavel foi relatada por Mc DONALD
et al. (2002), onde se discute a incidéncia de angiossarcoma adjacente a placas
de aco inoxidavel utilizadas para fixacéo de fraturas de fémur. Mc DONALD et al.
(2002) afirma que, apesar da literatura registrar casos de neoplasias malignas
adjacentes a implantes metalicos, a evidéncia concreta que estes implantes levam
ao desenvolvimento de tumores ndo foi constatada. Mesmo assim os autores

sugerem uma vigilancia continuada sobre o uso destes matenais.
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1.4 - Materiais Ceramicos

Uma alternativa aos materiais metalicos tem sido o uso de ceramicas a
base de fosfato de calcio, como por exemplo a hidroxiapatita sintética (HA)
(NINOMIYA et al., 2001). A HA é um exemplo de substancia que vem sendo
investigada devido & sua caracteristica estrutural semelhante ao osso, além de
sua capacidade osteoindutiva.

Através da histéria, a busca por materiais analogos aos o0ssos e que
pudessem substitui-lo em cirurgias ortopédicas é longa. Em 1668 houve um relato
isolado de enxerto 6sseo bem sucedido realizado por JOB van MEEKEREN que
reparou o defeito de calota craniana de um soldado russo com osso de cranio de
cdo (MIRANDA, 1996). Desde 1978, além dos materiais metdlicos, outros
materiais sintéticos vém sendo testados. Dentre eles citam-se os materiais
ceramicos por serem muitas vezes osteocondutores. Esta capacidade é explicada
pela constituicdo destes materiais, que sdo a base de fosfato de calcio,
componente presente no tecido 6sseo. A porcédo inorganica da matriz éssea
consiste em 90% de HA. Em 1978, pesquisadores relataram a partir de
observagbes em raio-X a similaridade das caracteristicas da HA com o osso.
Testes bioldgicos com a HA demonstraram ainda um potencial osteogénico e a
auséncia de sinais carcinogénicos em implantes deste material
(HEISE et al., 1990).

Apesar destas qualidades, os materiais ceramicos (figura 2-B) de
maneira geral séo frageis e suscetiveis a fragmentagéo quando implantados. Além
disso, existe o cuidado a ser tomado com relacdo a escolha do material e o lugar a
ser implantado pois as reagdes quimicas que ocorrem em contato com o liquido
tissular e liquido sinovial, por exemplo, podem comprometer ainda mais sua
resisténcia mecénica. As propriedades mecanicas da ceramica dependem do
tamanho dos grénulos que a compoem, porosidade, densidade e cristalinidade. A
forca do material geralmente aumenta com o aumento da densidade, da
cristalinidade e com a diminuicdo dos poros. Neste caso, o material teria sua
resisténcia aumentada e sua capacidade de interacdo com o tecido diminuida,

devido as alteragdes de superficie (COOK et al., 2000).
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Figura 2 - A. Exemplos de dispositivos metélicos utilizados na ortopedia para
substituicdo de superficies Osseas € proteses de ossos longos.
B. Exemplos de dispositivos ceramicos utilizados como substitutos de

enxertos 6sseos.

1.5 - Materiais Poliméricos

Polimeros sdo moléculas de cadeias longas que consistem em um
namero de pequenas repeticdes de seus monémeros. Dentre a grande variedade
de polimeros pode-se citar os naturais como as proteinas, a celulose, latex e 0
acido desoxirribonucléico (DNA). Além destes polimeros naturais, existe uma
gama de polimeros sintéticos disponiveis atualmente no mercado. A tarefa da

engenharia biomédica neste caso, € selecionar biomateriais poliméricos com

propriedades compativeis para sua aplicagéo clinica.

No intuito de buscar alternativas aos materiais metalicos e ceramicos,
ou torna-los mais resistentes e biointegraveis, varios polimeros tem sido
estudados e indicados para aplicagdo na area biomédica. A década de 70 foi
marcada pela obtengéo e fabricagéo de polimeros de alto desempenho, como as
poliimidas, poliésteres e poliétersulfonas utilizados na industria aeroespacial que

posteriormente tornaram-se alvo de interesse das pesquisas biomedicas, devido
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as suas propriedades mecanicas superiores a de outros materiais e muito

proximas as dos ossos. Alguns estudos  utilizaram  Teflon®

(politetrafluoretileno-PTFE) implantado como protese acetabular, porém reduziu-se
0 uso deste material devido ao desgaste e reagbes de rejeicdes teciduais as
particulas liberadas (PAVANATTI 1994).

BATNIJI et al. (2002) estudaram o politetrafluoretiieno expandido
(ePTFE) e o silicone como enxertos subperiostais em coelhos da Nova Zelandia.
Apos 7, 30 e 90 dias de implantacdo, os autores observaram formacgéo de capsula
de tecido fibroso ao redor dos implantes. No entanto, ndo houve sinais de rejeicéo,
extrusao ou infecgéo persistente. Os autores concluiram ser o e-PTFE e o silicone,
materiais biocompativeis e seguros para aplicagbes biomédicas. Resultados
semelhantes foram obtidos por GENC e MUTAF (2002) onde nove criancas de
aproximadamente 6 anos de idade com deformidades nos ossos peitorais foram
operadas e implantadas com barras de PTFE. As barras foram removidas apos 6
meses da cirurgia. Os resultados foram satisfatorios em todos os casos.

Um outro polimero ndo-bioabsorviveis utilizado em cirurgias ortopédicas
e em implantes experimentais € o poliéster (LIU et al., 1998, KUIJER et al., 1998,
DU et al., 2002 e PUUMANEN et al., 2005) . GOSAL et al. (2001) aplicaram fios de
poliéster em pacientes com fratura de patela. Este procedimento foi comparado
com o uso de metais em fraturas patelares. Os autores observaram que a
incidéncia de infecgbes nos pacientes implantados com metais era maior em

relagéo aos implantados com poliéster.

O poli(metacrilato de metila )PMMA, comumente usado como cimento
osseo (figura 3 — A) no reparo de lesbes com perda de massa, costuma ser
descrito como ‘ligacdo fraca” em uma artroplastia. Comparado com o 0sso
cortical, o PMMA possui baixa elasticidade e propriedades mecénicas
significantemente menores. A moldagem de implantes (figura 3 — B) e o uso de
cimentos a base de PMMA deve ser compensada com materiais mais fortes para
se evitar falhas na fixagdo. A baixa resisiéncia a fadiga do PMMA deve ser
atribuida primeiramente a sua porosidade. Estudos relatam que a porosidade do
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PMMA aumenta e a resisténcia é reduzida pela mistura do polimero com
monémeros de baixa temperatura. Esta mistura é realizada para aumentar a
porosidade do cimento a fim de aumentar sua integragdo com o tecido. Além da
baixa resisténcia mecanica, o processo de polimerizagdo do cimento a base de
PMMA causa efeitos biolégicos locais. No local do implante, tecidos adjacentes
tornam-se necréticos devido ao calor extremo do processo de polimerizag&o, 0
qual gera temperaturas de até 100°C (COOK et al 2000).

Figura 3 - Implantes para substituicdo de segmentos osseos a base de polimeros

nao-bioabsorviveis.

1.6 - Materiais Poliméricos Bioabsorviveis

Os materiais poliméricos podem ser biodegradaveis ou bioabsorviveis,
podendo ambos serem biocompativeis. Os materiais biodegradaveis sdo aqueles
capazes de serem decompostos por bactérias ou por outros organismos. Os
materiais bioabsorviveis sdo materiais insoluveis em agua que, uma vez em
contato com os liquidos tissulares do organismo, sofrem reacdes quimicas que O
convertem lentamente em materiais soluveis em agua (DUNN, 1991). A vantagem
destes materiais esta na sua degradagdo que ocorre em meio aquoso gerando
produtos de degradagéo faciimente metabolizados pelo  organismo
(PISTNER et al, 1993). Os materiais biocompativeis, sao aqueles com
comportamento inerte uma vez implantados em tecidos vivos ou quando expostos

em culturas celulares e teciduais.
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Materiais poliméricos bioabsorviveis tém sido estudados de forma
crescente nos ultimos tempos, atuando como aiternativa aos materiais metalicos e
ceramicos e poliméricos ndo biorreabsorviveis ou, se associados a estes,
auxiliando na osteointegracdo (GOURLAY et al., 1978, DUNN e OTTENBRITE,
1991, DESAlI e HUBBELL,1991, PISTNER et al 1993, MEIKLE et al., 1994,
HUATAN et al., 1995 BERGSMA et al, 1995 NIJENHUIS et al., 1996,
MAINIL-VARLET et al, 1996, LOWRY et al., 1997, KREITZ et al, 1997,
SAHLI et al, 1997, MAINIL-VARLET et al, 1997, NIE et al, 1998,
KANELLAKOPOULOU et al, 1999, BICHARA et al, 1998,
ROKKANEN et al., 1999, RAGEL e VALLET-REGI, 2000, ROESSLER et al., 2000,
ZOPPlI et al, 2001, CIAPETTI et al, 2003, ELFICK et al, 2004,
UENG et al., 2004).

Como exemplo de materiais bioabsorviveis existem alguns polimeros
que apresentam vantagens sobre os materiais metalicos, pois durante o processo
de reparo, esses polimeros mantém a fixacdo do osso, degradando-se lentamente
e transferindo o estresse mecéanico recebido pelo material para o tecido. Além
disso, estes materiais ndo precisam ser removidos cirurgicamente, reduzindo além
de custos, traumas relacionados a cirurgias para retirada de implantes

(ROKKANEM et al., 1999).

O poli(L-acido latico) PLLA € um dos polimeros mais investigados para
aplicacao clinica, como por exemplo na liberagao controlada de drogas, em fios de
sutura e implantes para a fixacdo de fraturas 6sseas, oferecendo vantagens sobre
os sistemas convencionais usados na terapéutica, devido a sua caracteristica
bioabsorvivel (ANDREOPOQULOS et al., 2000).

Baseados em resultados favoraveis obtidos com modelos experimentais
(ROZEMA et al., 1990 e BOS et al.,1991), os autores BERGSMA et al. (19995)
iniciaram a observacdo do PLLA em humanos. Neste estudo, pacientes com
fraturas de zigomatico foram tratados com placas e parafusos de PLLA. Os
autores observaram reparo completo das areas Osseas lesadas e presenca do

polimero por longo periodo, causando inchaco local em alguns pacientes, no
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entanto, sem prejudicar a osteossintese. KANKARE e ROKKANEM (1998)
também utilizaram implantes de PLLA em pacientes com fratura de talus.
Radiografias pos-operatorias mostraram a exata redugao da fratura em todos os
pacientes, ndo encontrando sinais de infec¢bes ou qualquer complicagdo

relacionada ao biomaterial.

ARAI et al. (2000) utilizaram o PLLA como fixacado em reconstrugoes
cranianas em pacientes com craniosinostose. Trés pacientes foram submetidos a
cirurgia onde o PLLA foi utilizado na forma de placas e parafusos. Como todos os
pacientes apresentaram reparo satisfatorio com auséncia de sinais de infec¢do e
inflamac&o local, os autores concluiram que os implantes de PLLA foram eficazes
como placas e parafusos para reconstru¢des cranianas no caso de

craniosinostose infantil.

Embora o PLLA esteja atraindo a atengd@o da area biomeédica, sabe-se
que sua velocidade de absorgdo € lenta, o que pode ser indesejavel em algumas
aplicacdes, principalmente em lesbes de pequena propor¢ao
(ROKKANEN et al., 1999). Uma alternativa € controlar a velocidade de absorg&o
deste polimero promovendo sua mistura a outro polimero que se degrade em
velocidade  maior, 0O que ¢€ chamado de  blenda polimérica

(do inglés blend=mistura).

EDWARDS et al. (1999) e EDWARDS et al. (2001) utilizaram parafusos
compostos de poli (L-acido latico/poli acido glicolico) PLLA-PGA para fixacao de
osteotomias maxilares e mandibulares. Os autores concluiram que os parafusos
de PLLA/PGA apresentaram resultados clinicos comparaveis as fixacbes com
parafusos metalicos, sem apresentar sinais de ostedlise e outras reagdes

indesejaveis.

Um outro exemplo de blenda composta por polimeros bioabsorviveis é
a de poli(L-acido latico) PLLA e poli(6xido de etileno) PEO. Assim como o PLLA, a
aplicagdo biomédica do PEO é de especial interesse devido a sua
biocompatibilidade e baixa toxicidade (DESAI e HUBBELL, 1991). Entretanto,

introdugio
56



apesar de o PLLA e o PEO apresentarem boa compatibilidade, a realizagéo de
mais testes faz-se necessaria para o total conhecimento de suas propriedades e
de seu comportamento no reparo Osseo tecidual, antes de prosseguir com

aplicacdes clinicas.

Ensaios in vitro para caracterizagdo da blenda PLLA/PEO foram
realizados por ZOPPI et al. (2001), o que permitiu a utilizacdo de implantes
subcutaneos de membranas de PLLA e da blenda PLLA/PEO em ratos. Estes
autores observaram a formagdo de camada de tecido fibroso ao redor dos
implantes que diminuiu de espessura gradualmente durante a absorgao do
material. Os autores observaram também, que a blenda PLLA/PEO tornou-se
porosa durante o periodo experimental, absorvendo-se mais rapido que as

membranas de PLLA puras.

Resultados semelhantes foram encontrados em implantes Osseos
destes materiais, onde pinos desta blenda foram implantados na tibia de ratos.
Neste trabalho, CORACA (2002) observou a formacdo de fendas nos pinos de
PLLA/PEO que permitiu o crescimento tecidual para seu interior e melhor

interagdo com o 0sso, quando comparado com implantes de PLLA puros.

O PLLA também tem sido utilizado em pesquisas biomédicas
envolvendo a liberagdo controlada de drogas. As primeiras pesquisas com
polimeros voltadas para esta area, foram autorizadas e aprovadas pela FDA —
Food and Drug Administration, sendo varios os polimeros que demonstram
sucesso na associacdo com drogas para liberagéo controlada, podendo ser estes
materiais administrados via oral, injetavel, implantavel, de uso topico e de
administracdo transdermal (DUNN e OTTENBRITE, 1991).

Dentre os trabalhos que investigam os biomateriais e sua aplicacao
clinica, alguns investigam o comportamento do PLLA associado a drogas
antibidticas no reparo tecidual, na presenca de infecgbes
(KREITZ et al, 1997, NIE et al., 1998). Entretanto, nao existem trabalhos
realizados com o PLLA associado ao PEO e drogas antibidticas nestas

circunstancias.
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A morfologia do material a ser associado com drogas para implantes &
um fator importante devido a cinética de liberacao das drogas. A associacao
polimero/droga mais comumente utilizada na terapéutica de lesdes oOsseas
acompanhadas de infeccdo € a de esferas de PMMA com drogas antibitticas.
Entretanto como ja foi discutido, as desvantagens do PMMA envolven a
necessidade de retirada do material em implantes temporarios ja que o PMMA néo
€ um polimero bioabsorvivel. Materiais poliméricos bioabsorviveis sao melhores
neste caso por permitir a liberagao da droga por um tempo controlado, nao
requerer novas cirurgias para retirada dos mesmos, e como ja demonstrado em
estudos anteriormente citados, s&o materiais inertes que afastam possibilidade de

rejeicao ou intensas reacdes inflamatorias (UENG et al., 2004).

Visto que em estudos anteriores, a blenda de PLLA/PEO apresentou
biocompatibilidade e se integrou de maneira satisfatoria ao tecido ésseo durante o
reparo (CORACA, 2002), este trabalho promoveu a continuidade nas
investigacdes deste material em associagdo com antibiético buscando verificar sua
aplicacdo como adjuvante de cirurgias ortopédicas reparadoras seguidas de
osteotomias, conciliando o efeito da blenda na reparacao 6ssea e do antibidtico na

prevencao de infecgao da ferida cirurgica.
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Avaliar o comportamento de implantes compostos por microesferas de

PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina no reparo ésseo tecidual.

2.1 - Objetivos Especificos

A - Analise morfolégica (qualitativa e semi-quantitativa) do reparo 6sseo
tecidual na presenca de implantes compostos por microesferas de PLLA/PEO
associadas 2 vancomicina, comparando com implantes de PLLA/PEO sem

associagdo com a vancomicina, em diferentes periodos experimentais.

B - Estudo quantitativo de osso neoformado junto aos implantes de

PLLA/PEO ao longo dos periodos experimentais nos dois grupos propostos.

C - FEstudo comparativo entre achados quantitativos e

semi-quantitativos quanto a proliferagéo ossea junto aos implantes.
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3.1 - Animais

Foram utiizados 80 ratos machos da linhagem Wistar

(Rattus norvegicus) de acordo com RISSING et al. (1985) e MEHRARA et al.
(1999). Para as cirurgias os animais contavam com oito semanas de idade e foram
obtidos do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram divididos em 2 (dois) grupos

sendo:

¢ A - 40 animais implantados com microesferas de PLLA/PEO

associados a vancomicina.

¢ B - 40 animais implantados com microesferas de PLLA/PEO puras,

utilizadas como controle.

Foram avaliados 5 animais por subgrupo (tempo de exposicdo ao

implante) nos dois grupos experimentais, sendo:

Tabela 1 - Divisao dos grupos experimentais.

Sub 2 4 1 2 4 8 16 32
Grupos dias | dias | semana | semanas | semanas | semanas | semanas | semanas
Microesferas de 5 5 5 5 5 5 B 5
PLLA/PEO +
vancomicina
Microesferas de 5 5 5 5 5 5 5 5
PLLA/PEO puras

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no centro cirurgico do
biotério da SOBRAPAR - Sociedade Brasileira de Pesquisa e Assisténcia para
Reabilitagdo Cranio-Facial. Durante todo o periodo experimental, os animais
permaneceram em gaiolas de plastico com trés animais cada, em biotério sob luz
e ventilacdo controladas, fornecimento de ragéo solida Nuvilab CR-1 marca Nuvital
e agua sem restrigao.

Os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pela
Comissao de Etica na Experimentacdo Animal (COBEA-IB-UNICAMP) de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagéo Animal sob certificado de numero
339-1.
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3.2 - Obtengdo das Microesferas

As microesferas obtidas de PLLA/PEQO estudadas neste trabalho, foram
testadas previamente em ensaios in vitro onde detectou-se que a liberagao do
cloridrato de vancomicina ocorria em um periodo de 24 horas a 6 dias (figura 4).
Nestes ensaios constatou-se também o melhor comportamento da blenda
PLLA/PEO 80:20 em relagdo a outras concentracdes, no que diz respeito ao
tempo de liberacdo da droga (CERONI-FILHO,2004), o que possibilitou a escolha

desta concentragédo da blenda para a realizacao deste estudo.
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Figura 4 - Curva de liberacédo do cloridrato de vancomicina pelas microesferas de
PLLA/PEO 80:20 em testes in vitro (CERONI-FILHO, 2004).

As microesferas de PLLA/PEO foram obtidas através da fundicdo do
poli(L-acido latico)PLLA e do poli(oxido de etileno)PEO na composicédo de 80/20
(figura 5). Foi utilizada para isso uma injetora Mini Max Molder modelo LMM-2017
onde as quantidades dos polimeros foram adicionadas na injetora previamente
aquecida a 190°C. Os polimeros foram aquecidos por 1 (um) minuto no interior do

molde sob presséo do pistdo e posteriormente cisalhados por dois minutos com
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leve press&o para que o material misturado pudesse ser coletado por gravidade. A
blenda em forma de bastdo foi entdo resfriada a temperatura ambiente. A

sequéncia dos eventos encontram-se na figura 5.

Meio grama da blenda PLLA/PEO 80/20 na forma de bast&o foi entao
solubilizada em 10 ml de diclorometano (DCM) até a completa dissolugéo. A
solugdo polimérica, foi adicionada 0.75 ml de solugéo do cloridrato de vancomicina
2 6,65% (MADER et al., 1999) sob severa agitagéo formando assim uma emuls&o.
A esta emulsdo adicionou-se solucdo de poli(alcool vinil) PVA 1%. Esta foi
colocada em uma solugéo de PVA 0,2 %. Esta emulséo, composta por estruturas
em forma de bolhas quando adicionada ao polialcool vinil permitiu a obtencéo da
blenda polimérica na forma de microesferas, separadas da solucéo pela formagéo
de um sobrenadante. Uma vez formadas as microesferas estas foram coletadas
adicionando-se solugdo de isopropanol a 2%. A solugéo foi submetida a agitagao
severa até a evaporacgéo total do DCM e as microesferas foram coletadas por
filtragdo e secas por filtragéo a vacuo. Sequéncia de eventos ilustrada na figura 6.

As microesferas obtidas foram posteriormente comprimidas para
facilitar 0 manuseio durante os procedimentos cirdrgicos. Uma vez comprimidas,
as esferas foram esterilizadas em éxido de etileno. As microesferas de PLLA/PEO
apresentaram didmetro médio de 200 & 300 pym. Poros foram observados em sua
superficie apos a caracterizagéo do material, realizada previamente a implantagao
(figura 7 e 8 e anexos 4 e 5). Os procedimentos envolvidos na obtengdo das
blendas poliméricas e sua caracterizagdo foram realizados na Faculdade de
Engenharia Mecanica da UNICAMP.
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Figura 5 - Representag&o gréfica da obtencéo da blenda PLLA/PEO (80:20) com
o uso da injetora Mini Max Molder.

Solugdo agquosa de
vancomicina

0,5 g PLLA ou blenda
em 4,5 ml DMC

Agitacao 30" - 700 RPM's
( 12 Emulsao W/O ) !

2ml Sol. PVAI 1%
Agitacao 30" - 700 RPM's

(23 Emulsdo wroxw)

100 ml Sol. PVAI 0,2%

Agitagao 1' - 700 RPM's

100 mi Sal. alcool
isopropilico 2,5%

Filtrag8o a vdcuo e
lavagem
Secagem em
Dessecador a Vacuo

Figura 6 - Fluxograma da metodologia aplicada na obteng&o das microesferas de

Agitagéo alé extracio do
Solvente - 700 RPM's

PLLA/PEQ 80:20 com o cloridrato de vancomicina.
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Figura 7 - Fotomicrografia de varredura das microesferas da blenda de PLLA/PEO
80:20 (CERONI-FILHO, 2004).

Figura 8 - Fotomicrografia de varredura das microesferas da blenda PLLA/PEO
80:20 durante o estudo in vitro. A. Apds a vigésima semana de
degradacZo in vitro. B. Fotomicrografia obrtida apés fratura de uma
microesfera mostrando a estrutura de poros em seu interior.
(CERONI-FILHO, 2004).
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3.3 - Procedimentos Cirargicos

~

Os animais foram submetidos a anestesia geral com solugéo de

Cloridrato de Xylasina (Virbaxyl 2%®) + Ketamina (Francotar®), administrada por

via intramuscular na dose de 1,5 mi/kg. Uma vez anestesiados os animais foram

colocados em placa de contengéo na posicdo de decubito dorsal.

Foi realizada tricotomia da regido medial do membro traseiro esquerdo
e assepsia local, seguida de uma incis&o longitudinal na pele de aproximadamente
1(um) cm ao longo da borda anterior da tibia. Em seguida, o tecido muscular foi
seccionado e afastado até a exposicéo do periosteo. Exposto o periésteo, este foi
rebatido até a exposicdo do tecido ésseo. Com o uso de um motor odontologico e
uma broca, foi produzida uma cavidade de 3 mm de diametro no tergo proximal da
tibia, a partir da camada cortical até atingir o canal medular. Durante este
procedimento a area foi continuamente irrigada com solug&o fisiolégica para evitar
o aquecimento local e lesdes no tecido. Apds a obtengéo da cavidade, o contelido
da cavidade medular foi sugado e as trabéculas ésseas rompidas com auxilio de
uma agulha. As amostras compactadas contendo as microesferas foram
colocadas diretamente no interior do canal medular. Imediatamente apos a
colocagdo dos implantes, o peridsteo foi reposicionado em seu local original e o
tecido muscular suturado. Em seguida a pele foi suturada e em sua superficie
aplicou-se solugdo anti-séptica. A sequéncia dos procedimentos cirdrgicos esta

ilustrada na figura 9.

Finalizado os periodos experimentais de 2 dias, 4 dias, 1,2, 4,8e 16 e
32 semanas, todos os animais foram sacrificados por aprofundamento de
anestesia. Em seguida as tibias foram dissecadas, removidas e imersas em

solugéo de formalina 10%.

O planejamento previu a reposi¢éo de animais na ocorréncia de perdas
visando a manutencio do numero de casos por grupo, nos diferentes periodos

experimentais.
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Figura 9 - A. Animal posicionado em decubito dorsal com incisdo realizada na
pele e exposicéo da tibia (seta). B. Obtencéo da cavidade na tibia com
auxilio de broca acoplado em motor odontoldgico. C. Cavidade obtida
no tergo proximal da tibia pronta para a colocag&o do implante (seta).
Detalhe: ap6s raspagem interna do canal medular, colocagdo do

implante com auxilio de uma pinga (seta).
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3.4 - Procedimentos Técnicos Histol6gicos

Foram utilizadas as tibias previamente fixadas em formalina 10% por 48
(quarenta e oito) horas, sendo submetidas posteriormente ao processo de
descalcificacdo por um periodo de 24 (vinte e quatro) horas em solug@o
descalcificante contendo: 0,7 gramas de EDTA tetrasédio, 8 gramas de tartarato
de sbdio e potassio, 0,14 gramas de tartarato de sodio e 120 ml de acido cloridrico
em 900 ml de agua destilada. As amostras foram entao desidratadas em gradiente
de alcool, diafanizados em xilol e incluidas em parafina liquida para confecgéo de
blocos para microtomia. Foram obtidos cortes de 6 ym de espessura, submetidos
aos métodos de coloracdo de rotina Hematoxilina e Eosina (HE) e coloragao
especial de Tricromio de Masson (TM). A coloragéo de TM foi realizada pois esta
permite uma melhor identificagéo do osso maduro que se cora em vermelho, e do
0sso jovem que se cora em azul, importante aspecto a ser observado durante a
avaliacdo da neoformagéo dssea e sua maturagéo. Os cortes forma avaliados em

microscopia de luz convencional.

3.5 - Analises Histologicas
3.5.1 - Analise Descritiva

Os cortes histolégicos corados pela H&E e pelo TM foram avaliados
quanto & presenca e qualidade dos seguintes achados: fibrina/hemorragia; tecido
de granulacéo; inflamagéo aguda; crénica e de corpo estranho, e proliferagao
dssea imatura e madura junto ao implante, nos diferentes periodos experimentais

em ambos 0s grupos.
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3.5.2 - Analise Semi-quantitativa

O estudo semi-quantitativo foi baseado na avaliagdo de cortes

histolégicos corados pela H&E efou TM. Foram considerados os seguintes

quesitos morfologicos e quantificados da seguinte forma:

Tabela 2 - Quesitos morfolégicos e método de quantificagcao

semi-quantitativas.

das analises

Intensidade
Ausente (0) Leve (1) Moderado (2) Intenso (3)
Fibrina/hemorragia - Ocupando até 1/3 do Ocupando ate 2/3 Ocupando de 2/3 a
H&E/Objetiva 10X campo microscopico do campo totalidade do campo
microscopico microscopico
Inflamagao Aguda - Ocupando até 1/3 do Ocupando até 2/3 Ocupando de 2/3 a
H&E/Objetiva 40X campo microscopico do campo totalidade do campo
” microscopico microscopico
.3 Tecido de Granulagao - Presente apenas Perifericamente e se Perifericamente e
‘g H&E e TM perifericamente ao projetando para o preenchendo todo o
S implante intersticio do grupo intersticio do grupo
§ de esferas de esferas
E Proliferagdo ossea - Presente apenas Perifericamente e se Perifericamente e
3 H&E e TM perifericamente ao projetando para o preenchendo todo o
implante intersticio do grupo intersticio do grupo
de esferas de esferas
Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Septos Conjuntivos Tecido conjuntivo Tecido conjuntivo Tecido conjuntivo Tecido conjuntivo
H&EeTM frouxo denso com ossificacao com ossificagao total

parcial

Os quesitos morfolégicos observados foram revertidos em niveis de

intensidade (O=ausente, 1=leve, 2=moderado, 3=intenso) para: fibrina’hemorragia,

inflamac&o, tecido de granulagdo e proliferacéo 6ssea. Os septos conjuntivos, no

intersticio entre as microesferas, foram classificados de acordo seu grau de

maturacdo (1=tecido conjuntivo frouxo, 2=tecido conjuntivo denso, 3=tecido

conjuntivo com ossificagdo parcial, 4= tecido conjuntivo com ossificagéo total). Os

dados obtidos nestas analises foram posteriormente submetidos a testes

estatisticos.
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3.6 - Analises Quantitativas

Este estudo baseou-se na andlise quantitativa da proliferacéo éssea

formada junto as microesferas através da técnica de histomorfometria.

Para o estudo histomorfométrico foi utilizado o programa ImageLab®. As
fotomicrografias obtidas através de cortes histolégicos corados pelo TM de todos
os casos foram abertas no programa onde este permitia a marcagéo das areas a
serem contadas. Para a marcagéo foi padronizado uma area da fotomicrografia
abrangendo o interior da cavidade medular contendo as microesferas e o tecido
mole ou 6sseo proliferado adjacentemente. Para isso foram fotografadas somente
a area de crescimento tecidual ao redor do implante, onde as imagens foram
captadas da borda do implante em diregdo ao seu interior. As fotos foram obtidas
em microscopio Axiophot da marca Zeiss com camara digital Cannon de SMp
modelo Powershot G5, em objetiva de 20x e ocular de 10x. Foram marcadas as
areas de tecido osseo formado junto as esferas (Figura 10). O estudo
histomorfométrico foi realizado para a quatificacdo de area (%) de 0sso
neoformada apds os implantes. As areas 6sseas demarcadas eram medidas em
percentagem e o programa emitia uma planilha (apéndice 7) com o valor
correspondente de cada area marcada e do total de areas demarcadas. O valor

em percentagem total obtido nas analises foram submetidos a testes estatisticos.
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Figura 10 - Fotografia do programa ImagelLab demonstrando areas demarcadas
de osso neoformado para quantificacdo de volume (%) Osseo
(setas). Microesferas (*).

3.7 - Andlise Estatistica

Para as andlises semi-quantitativas, a comparacéo da intensidade de
cada variavel, entre os grupos, foi feita segundo o método de Mantel-Haenszel,
adotando-se a interpretagéo bicaudal e o nivel de significancia em 5% (p < 0,05).
Os dados das andlises histomorfométricas foram comparados entre animais
implantados com a blenda de PLLA/PEO associada a vancomicina e animais
implantados com a blenda PLLA/PEO sem associagbes. Foram avaliadas as
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diferencas entre as areas de tecido 6sseo neoformado junto aos implantes em
fungdo do tempo de observacdo (periodos experimentais) a partir de fungdo
logaritmica. A comparag&o da area proporcional entre os dois grupos foi feita por

analise de covariancia e teste de Mann-Witney.
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4 - RESULTADOS



4.1 - Procedimento Experimental

Durante todo o experimento entre os dois grupos, houve a perda de 6
animais, que ocorreu devido a intolerancia anestésica, na fase de recuperacéo
pos-cirurgica. Estes animais foram repostos imediatamente apds a constatacio da
morte, onde se respeitou a metodologia do procedimento cirdrgico, da colocagdo
do implante, assim como o tempo de exposi¢cdo aos implantes, respeitando desta
forma os periodos experimentais propostos. Todos o0s demais animais
apresentaram estado fisico satisfatério sem quaisquer sinais clinicos de infeccdo

ou outras complicagdes relacionadas ou ndo com o procedimento cirdrgico.

4.2 - Analises Histologicas Qualitativas

Os achados histologicos foram semelhantes nos grupos avaliados, nos

diferentes periodos experimentais.

As microesferas de PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina
e as microesferas de PLLA/PEQ puras foram facilmente visualizadas no interior do

canal medular ao longo de todo periodo experimental, em todos os animais entre

0s grupos avaliados.

4.2.1 - 2 (dois) dias de implante

Nesta fase chamou a atenc&o a presenca de fibrina e hemorragia junto
ao implante e ao longo da cavidade medular, com extensao distal. Tecido de
granulagao leve a moderado ao redor e projetando-se para o interior do agregado
de microesferas. Presenca de malha intersticial conjuntiva delicada envolvendo as
esferas marginais, esbogando septos. Focos de células inflamatorias ao redor das
esferas com predominio de neutrofilos. Nao foi observada formacao ossea.

(Figuras 11-AeBe12-AeB).
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4.2.2 - 4 (quatro) dias de implante

Evidente tecido de granulagdo envolvendo o conjunto e todo o
intersticio entre as microesferas projetando-se em dire¢do ao canal medular
substituindo o lago fibrino-hemorragico (figuras 11- C e D e 18 — A). Presenga de
focos de hemorragia e fibrina somente em dois animais do grupo PLLA/PEO sem
vancomicina. Formacdo de septos conjuntivos com progressdo centripeta.
Presenca de proliferagdo ossea imatura leve na periferia do conjunto das
microesferas. Raros focos de infiltrado inflamatério neutrofiico em apenas 2
animais do grupo PLLA/PEO com vancomicina. Presenca de granuloma do tipo
corpo estranho focal, periférico ao implante em 3 animais sendo 2 do grupo
PLLA/PEO sem associagdo com a vancomicina e 1 animal do grupo PLLA/PEO

associado a vancomicina (figura 19 - C e D).

Resultados
80



Figura 11 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de

PLLA/PEQO associadas ao cloridrato de vancomicina. A. 2 dias
pés-implante nota-se exuberante lago fibrino-hemorragico junto as
microesferas Original 10X H&E. B. Detalhe do lago
fibrino-hemorragico junto as microesferas. Original 20X H&E. C. 4
dias ap6és o implante, presenga de tecido de granulagéo
perifericamente e no intersticio do agregado de microesferas.
Original 10X H&E. D. 4 dias ap6s implante, detalhe do tecido de
granulagdo junto as microesferas, notar presenga de vasos
sanguineos neoformados. Original 20X H&E.
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Figura 12 -

Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de

PLLA/PEO sem associacéo ao cloridrato de vancomicina. A. 2 dias
pds-implante nota-se exuberante lago fibrino-hemorragico junto as
microesferas Original 10X H&E. B. Detalhe do Ilago
fibrino-hemorragico junto as microesferas e focos de infiltrado
inflamatério neutrofilico (seta). Original 20X H&E. C. 4 dias apos o
implante, presenga de tecido de granulagéo perifericamente € no
intersticio do agregado de microesferas, com formagéo de septos.
Original 10X H&E. D. 4 dias apds implante, detalhe do tecido de
granulagéo junto as microesferas, notar presenca de vasos
sanguineos neoformados. Original 20X H&E.
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4.2.3 -1 (uma) semana de implante

Observou-se proliferacdo septal conjuntiva celular envolvendo
difusamente as microesferas. Estes septos eram compostos por elementos
fusiformes mesenquimatosos do tipo fibroblastos com esbogo de Ilumens
vasculares (tecido de granulagéo). Um dos animais do grupo PLLA/PEO com
vancomicina demosntrava ossificagdo parcial dos septos, perifericamente ao
conjunto das esferas. Todos os animais apresentaram ossificag&o imatura (wolven
bone) substituindo o tecido de granulagéo envolvente ao implante, mais evidente
que o observado nos animais de 4 dias (figura 18 — C). Reag&o inflamatdria aguda
ndo era evidente. Presenca de granuloma focal, periférico ao implante em apenas
1 animal do grupo PLLA/PEO associado a vancomicina.

4.2.4 - 2 (duas) semanas de implante

Nesta fase chamou a atencéo a estruturagéo septal com predominio de
elementos fibrosos com éareas de substituicdo 6ssea em algumas traves. Esta
neoformagdo Ossea septal era interligada com a formagdo éssea marginal ao
implante. Presenga de remodelagéo 6ssea exuberante, caracterizada por rima de
osteoblastos e osteoclastos ao redor das traves Osseas neoformadas
(figura 18 — B). A proliferagdo 6ssea marginal mostrava maturagéo mais evidente
que no grupo anterior, ou seja, com lamelagdo presente em algumas traves
(figura 13 — C 3 D). Reag&o inflamatéria n&o foi observada.
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Figura 13 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de
PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina. A. 1 semana

pés-implante nota-se formagdo de tecido Osseo junto as
microesferas Original 10X H&E. B. 1 semana po6s implante, nota-se
septos conjuntivos sendo substituidos por tecido ésseo, ao redor
das microesferas. Original 20X H&E. C. 2 semanas pos-implante,
formacdo de osso perifericamente e entre as microesferas. Original
10X H&E. D. Detalhe do tecido conjuntivo dos septos sendo
substituido por tecido 6sseo, interligados com neoformagéo Ossea
marginal. Original 20X H&E.
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4.2.5 - 4 (quatro) semanas de implante

Septos conjuntivos com ossificagdo parcial em todos os animais.
Proliferacdo 6ssea moderada envolvendo o conjunto das microesferas com grau
de maturacdo discretamente maior que no grupo anterior. Reag&o inflamatoria
ausente (figura 14 — A e B e figura 15— A e B).

4.2 6 - 8 (0ito) semanas de implante

Septos conjuntivos com substituicdo éssea parcial em 3 animais e total
em 2 animais, nos dois grupos avaliados. Traves Osseas ao redor das
microesferas mais delgadas que no grupo anterior (figura 14 — C e D). Proliferacéo
6ssea e maturagdo mais evidente que no grupo anterior, demonstrada pela
lamelacdo presente nas traves ésseas, principalmente na periferia. Nesta fase as
traves Osseas mostraram adelgacamento e maior contato entre as esferas,
formando uma cépsula envoltéria (figura 15 — C e D). N&o foi observada atividade

osteoclastica.
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Figura 14 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de
PLLA/PEQ associadas ao cloridrato de vancomicina. A. 4 semanas

pos-implante nota-se formacdo de tecido Osseo junto as
microesferas Original 10X H&E. B. 4 semanas pos implante, nota-se
traves Gsseas ao redor das microesferas interpostas por células da
medula éssea. Original 20X H&E. C. 8 semanas pés-implante,
formagdo de osso perifericamente e entre as microesferas.
Formagdo de cépsula o6ssea envolvendo o agregado das
microesferas (seta). Original 10X H&E. D. 8 semans apdés o
implante, detalhe do intimo contato do tecido Osseo com as
microesferas. Original 20X H&E.
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Figura 15 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de

PLLA/PEQO sem associacdo ao cloridrato de vancomicina. A. 4
semanas pos-implante nota-se formagéo de tecido 6sseo junto as
microesferas Original 10X H&E. B. 4 semanas po6s implante,
nota-se septos traves 6sseas ao redor das microesferas interpostas
por células da medula 6ssea (seta) pré-existente. Original 20X
H&E. C. 8 semanas pos-implante, formagdo de o0sso
perifericamente e entre as microesferas. Formag&o de capsula
envolvendo o agregado das microesferas. Original 10X H&E. D. 8
semanas apds o implante, detalhe do intimo contato do tecido
6sseo com as microesferas. Original 20X H&E.
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4.2.7 -16 (dezesseis) semanas de implante

Septos conjuntivos com ossificagdo completa no interior do agregado
de esferas. Ossificacdo mais intensa e com padrdo predominantemente maduro
entre as microesferas, formando capsula envolvente ao implante
(figuras 16 — A e B e 17 — A e B). As traves Gsseas nesta fase apresentaram-se

mais espessas que no periodo anterior.

4.2 8 - 32 (trinta e duas) semanas de implante

Ossificacdo dos septos e ao redor do conjunto das esferas semelhante
aos animais de 16 semanas, com maturacéo ossea praticamente completa entre
as microesferas formando uma cépsula envoltéria. Chama a atencéo nesta fase a
exuberancia do osso formado, a intima relagdo com as microesferas, além de sua

maturacéo (figuras 16— CeDe 17 -C e D).
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Figura 16 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de

PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina. A. 16 semanas
pos-implante nota-se formagdo de tecido Osseo junto as
microesferas Original 10X H&E. B. 16 semanas pés implante,
nota-se septos traves 6sseas ao redor das microesferas interpostas
por células da medula 6ssea. Original 20X H&E. C. 32 semanas
poés-implante, intensa formagéo de osso perifericamente e entre as
microesferas. Formacdo de cépsula envolvendo o agregado das
microesferas. Original 10X H&E. D. 32 semanas apds o implante,
detalhe do intimo contato do tecido ésseo maduro com as
microesferas. Original 20X H&E.
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Figura 17 - Fotomicrografias dos animais implantados com microesferas de

PLLA/PEQO sem associacdo ao cloridrato de vancomicina. A. 16
semanas pos-implante nota-se formagéo de tecido sseo junto as
microesferas Original 10X H&E. B. 16 semanas pds implante,
nota-se septos traves Osseas ao redor das microesferas interpostas
por células da medula dssea. Original 20X H&E. C. 32 semanas
pés-implante, intensa formagéo de osso perifericamente e entre as
microesferas. Formagéo de cépsula envolvendo o agregado das
microesferas. Original 10X H&E. D. 32 semanas apbs o implante,
detalhe do intimo contato do tecido 6sseo maduro com as
microesferas. Original 20X H&E.
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Figura 18 - A. Animal implantado com as microesferas de PLLA/PEO associadas

a vancomicina, 4 dias apds o implante. Notar exuberante tecido de
granulagdo marginalmente as microesferas. H&E Original 20X. B. 2
semanas apds o implante, remodelagéo dssea caracterizada pela
presenga de rima de osteoblastos (cabeca de seta) e osteoclastos ao
redor das traves 6sseas (seta). TM Original 40X. C e D. Periodo
caracterizado por osso imaturo, de tonalidade azul (wolven bone) ao
redor das microesferas (1 semana) que torna-se maduro ou lamelar,
de tonalidade vermelha (32 semanas). TM Original 10X.
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Figura 19 - A. Animal implantado com as microesferas de PLLA/PEQO associadas

a vancomicina, 4 dias apés o implante. Notar exuberante tecido de
granulagdo marginalmente as microesferas. H&E Original 20X
B. Detalhe da figura A mostrando intensa proliferacdo celular no
tecido de granulagdo demonstrado por figura de mitose (seta) H&E
Original 40X. C. No mesmo animal, presenga de células gigantes de
corpo estranho envolvendo a microesfera (seta) H&E Original 20X. D.
Detalhe da figura C. H&E Original 40X.
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4.3 - Analise Semi-Quantitativa

A aplicacdo do método estatistico escolhido permitiu ndo somente a

comparagéo da ocorréncia dos eventos entre os grupos analisados, em cada

intervalo do periodo experimental, bem como sua intensidade. Os quesitos

morfoloégicos analisados quanto ao:

tecido de granulagéo,

inflamagcado e

proliferacdo Ossea ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos nos

diferentes periodos experimentais, assim como o0 grau de maturacdo dos septos

conjuntivos nas diversas fases evolutivas. A tabela abaixo mostra os valores

médios obtidos para as variaveis acima citadas:

Grupo Tecido de Inflamacdo | Proliferacao Septo
granulagao aguda Ossea conjuntivo
Vancomicina | Observagoes 16 8 28 32
Média 1,4375 ,8750 2,1786 2,4688
Mediana 1,0000 1,0000 2,0000 3,0000
Moda 1,00 ,00 2,00 1,00
Desvio-padrio ,89209 ,83452 ,66964 1,26960
Minimo ,00 ,00 1,00 1,00
Maximo 3,00 2,00 3,00 4,00
Controle Observagdes 16 4 28 32
Média 1,5625 1,5000 2,0000 2,8125
Mediana 2,0000 1,5000 2,0000 3,0000
Moda 2,00 1,00 2,00 3,00
Desvio-padréo ,96393 57735 ,90267 1,09065
Minimo ,00 1,00 ,00 1,00
Maximo 3,00 2,00 3,00 4.00
Valorde P 0,6076 0,2570 0,6383 0,4672
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Os graficos abaixo demonstram a comparagéo entre as intensidades e
grau de maturagdo dos quesitos morfolégicos avaliados nas analises
semi-quantitativas. Estas comparagdes foram realizadas com 0s valores medios

obtidos por grupo para cada variavel.

Tecido de Granulagdo

Intensidade

e

PLLA/PEO + vancomicina PLLA/PEO controle

Figura 20 - Intensidade de proliferagdo de tecido de granulagéo junto as
microesferas de PLLA/PEO associadas ao cloridrato de
vancomicina e PLLA/PEQ sem associagdo com a vancomicina
(controle) onde O=ausente, 1=leve, 2=moderado e 3=intenso.
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Inflamacao Aguda

Intensidade
t

PLLA/PEO + vancomicina PLLA/PEO controle

Figura 21

- Intensidade de reacdo inflamatéria junto as microesferas de
PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina e PLLA/PEO
sem associacdo com a vancomicina (controle) onde O=ausente,

1=leve, 2=moderado e 3=intenso.

Septo Conjuntivo

3s

25

Grau

PLLA/PEO + vancomicina PLLA/PEO controle

Figura 22

- Grau de maturagdo dos septos conjuntivos formados junto as
microesferas de PLLA/PEO associadas ao cloridrato de
vancomicina e PLLA/PEO sem associagdo com a vancomicina
(controle) onde 1= tecido conjuntivo frouxo, 2=tecido conjuntivo
denso, 3=tecido conjuntivo com ossificacéo parcial e 4=tecido

conjuntivo com ossificagéo total.
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Proliferagdo Ossea

Intensidade
o

PLLA/PEO + vancomicina PLLA/PEO controle

Figura 23 - Intensidade de proliferagdo ¢ssea junto as microesferas de PLLA/PEO
associadas ao cloridrato de vancomicina e PLLA/PEO sem
associacdo com a vancomicina (controle) onde O=ausente, 1=leve,

2=moderado e 3=intenso.
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Os graficos abaixo demonstram a progresséo da formacéo e maturagdo
dos quesitos morfoldgicos obtidos para as analises semi-quantitativas, ao longo do

periodo experimental avaliado entre os grupos estudados.

Tecido de Granulagao

25

L]

Intengid ade

2 dias 4 dias 1 semana 2 semanas

Figura 24 - Intensidade de formacédo de tecido de granulagido. Tecido de
granulagdo presente somente até a segunda semana de
implantacéo, estando ausente nos outros periodos. O=ausente,
1=leve, 2=moderado e 3=intenso. VERMELHO = PLLA/PEO +

vancomicina / AZUL= PLLA/PEO controle.
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Inflamacgao

2.5

L]

-
o

Intensidade

0.5

2 dias

Figura 25 - Intensidade de infiltrado inflamatorio agudo do tipo neutrofilico.
Presente somente até o quarto dia de implantacéo, estando
ausente nos outros periodos avaliados. O=ausente, 1=leve,
2=moderado e 3=intenso. VERMELHO = PLLA/PEO +
vancomicina / AZUL= PLLA/PEO controle.
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Septos Conjuntivos

Grau de Maturagéao

Figura 26 - Grau de maturagéo dos septos conjuntivos formados junto as
microesferas de PLLA/PEOQ. Presente ao longo de todo o periodo
experimental. onde 1= tecido conjuntivo frouxo, 2=tecido conjuntivo
denso, 3=tecido conjuntivo com ossificagdo parcial e 4=tecido
conjuntivo com ossificagéo total. VERMELHO = PLLA/PEO +
vancomicina / AZUL= PLLA/PEO controle.
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Proliferacdo Ossea

Intensidade

Figura 27 - Intensidade de proliferagdo éssea junto ao implante. Presente a partir
do quarto dia de implantagdo. O=ausente, 1=leve, 2=moderado e
3=intenso. VERMELHO = PLLA/PEO + vancomicina / AZUL=

PLLA/PEO controle.

A comparacdo realizada entre 0s grupos experimentais, dentro do
periodo experimental proposto, ndo mostrou diferencas significantes com relacao
a intensidade e grau de maturacdo dos achados, demonstrando a nao
interferéncia da vancomicina no processo de regeneragdo ossea tecidual quando

associada as microesferas de PLLA/PEO.
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4.4 - Anélise Quantitativa (Histomorfometria)

4.4.1 - Animais Implantados com a blenda PLLA/PEO associada ao cloridrato

de vancomicina

A fungdo matematica que melhor se ajustou a distribuigéo dos dados

neste estudo foi a fungéo logaritmica, cujos parametros s&o abaixo apresentados:

Funcéo logaritmica: y = a + b x In(x), onde y corresponde a area de
osso formado junto ao implante, e x ao tempo decorrido, em dias. Os parametros
obtidos neste grupo foram: “a@” = 0,0132; e “b” = 0,0632 (p<0,05).

De acordo com esta funcéo pode-se acompanhar, dentro do periodo de
tempo avaliado, a proporgdo (em éarea) do tecido 6sseo neoformado com um
desvio-padréo de 0,082 ou 8,2% (em relagdo ao total da area observada). 0O
crescimento foi rapido até o 28.° dia, quando se da um ponto de inflexdo, havendo

reduc&o da velocidade de crescimento do tecido ésseo neoformado (grafico 1).
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Figura 28 - Curva de crescimento 6sseo junto ao implante ao longo dos periodos

experimentais no grupo PLLA/PEO com vancomicina

4.4.2 - Animais Implantados com a blenda de PLLA/PEO sem a associacao

com o cloridrato de vancomicina

A funcdo matematica que melhor se ajustou a distribuigdo dos pontos

neste caso foi, igualmente, a fungéo logaritmica, cujos parametros foram:

Funcdo logaritmica: y = a + b x In(x), onde y corresponde a area de
osso formado junto ao implante, e x ao tempo decorrido, em dias. Os parametros

obtidos neste grupo foram: “a” = 0,0183; e “b” = 0,0627 (p<0,05).
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Neste caso o ponto de inflexdo ocorreu por volta do 20.° dia, a partir do
qual o crescimento do tecido &ésseo neoformado se faz mais lentamente

(gréfico 2).
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Figura 29 - Curva de crescimento dsseo junto ao implante ao longo dos periodos

experimentais no grupo PLLA/PEO sem vancomicina

4.4.3 - Comparacgéao entre os Grupos

Os graficos acima mostram a evolugdo do crescimento Gsseo
neoformado, expresso pela area proporcional, em fungdo do tempo de
observacdo, pode ser explicado pela mesma fungdo matematica

(fung@o logaritmica), com parametros cuja ordem de grandeza & a mesma. A
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comparagao da area proporcional entre os dois grupos foi, portanto, feita por meio
de anélise da covariancia, tomando como covariavel o logaritmo natural do tempo,
cujo resultado demonstrou nao haver diferenga significativa entre os dois grupos
ao longo de todo o experimento. Apods a verificagéo de que as variancias dos dois
grupos foram semelhantes (teste de Levine, p = 0,496), as médias de cada grupo,

obtidas no tempo total do experimento, também foram semelhantes (p = 0,727).

A tabela abaixo resume os parametros das médias de area proporcional

obtidas, ao longo de todo o periodo de observacgéo, para os dois grupos:

Tabela 3 - Parametros das médias de area proporcional obtidas ao longo do

periodo de observagdo nos dois grupos analisados (p=0,727).

Grupo Média Desvio-padrdo Erro da média IC95% da média
PLLA/PEO+ vancomicina 0,1775 0,1279 0,014 0,150 — 0,205
PLLA/PEO sem vancomicina 0,1707 0,1222 0,014 0,143 -0,198

A comparagdo dos dados da analise semi-quantitativa e da quantitativa
(histomorfometria) quanto & proliferacdo 6ssea junto ao implante,ndo mostrou
diferenca entre os grupos, ao longo dos periodos experimentais avaliados

(p>0,05).
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5 - DISCUSSAO



5.1 - Metodologia

A blenda de PLLA/PEO foi selecionada apds revisdo de estudos
anteriores baseados em testes de biocompatibilidade deste material realizados por
pesquisadores da area biomédica. MEIKLEM.C et al. (1994) vém testando
blendas de PLLA no reparo 6sseo. Estes autores testaram o PLLA associado ao
poli(acido glicolico)PGA implantados em calvaria de coelhos. Com o término dos
periodos experimentais foi constatado que o polimero n&o havia sido reabsorvido
totalmente, porém nao houve formagéao da tecido fibroso ao redor deste ou reacao
inflamatoria crénica. Ao contrario disso, a neoformacao ossea constante ao longo
do experimento permitiu aos autores sugerir ser o PLLA e suas associagées um
importante substituto para enxertos 6sseos. Além do uso direto do PLLA como
enxertos 6sseos sintéticos, existe a possibilidade ainda de sua associagao com
drogas, sejam elas antibiéticas ou osteoindutoras, como afirma RAGEL e
VALLET-REGI (2000). Neste caso os autores realizaram testes in vitro com o
material a fim de estudar a liberacdo controlada das drogas, obtendo ao final

resultados satisfatorios.

Além dos resultados favoraveis obtidos na literatura, a escolha da
blenda de PLLA/PEO neste trabalho foi baseada em estudos realizados por
CORACA (2002) onde pinos da blenda de PLLA/PEO foram testados nas
concentracdes de 100/0 e 50/50 em tibias de ratos, mostrando ser a blenda
PLLA/PEO 50/50 mais osteointegravel que o PLLA/PEO 100/0 devido a sua
capacidade de formar poros e fendas durante o processo de reabsorgéo
(apéndices 1, 2, 3 e 4). No presente trabalho a blenda de PLLA/PEO tambem
apresentou comportamento favoravel a osteointegracéo, sem apresentar sinais de
rejeicdo. Entretanto, a blenda apresentava forma de microesferas e nao pinos
solidos. Esta morfologia do implante melhorou sua interagcdo com o tecido quando

comparado com os pinos de PLLA/PEO.

A opgéo pelo uso da blenda na concentracdo de 80/20 se deu apos a
realizacdo de testes in vitro para caracterizagdo do material e da cinética de
liberacdo da droga. Neste caso testes anteriormente realizados mostraram que
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microesferas de PLLA puras apresentaram uma velocidade de liberagdo da droga
maior quando comparado as microesferas constituidas por misturas poliméricas
de PLLA/PEO. As microesferas de PLLA liberaram a droga, in vitro, em um
periodo maximo de 48 horas, sendo que as blendas PLLA/PEQ liberaram a droga
em até 6 dias (CERONI-FILHO, 2004). Segundo GOODMAN e GILMAN (2001), o
tratamento antibiético sistémico ou local deve ser administrado de 6 a 10 dias,
havendo a necessidade de substituigdo da droga no caso do microorganismo n&o
ter sido eliminado. Este cuidado evita a resisténcia do agente infectante ao
tratamento. Além disso, testes realizados com microesferas da blenda PLLA/PEO
na composi¢do 50/50 apresentaram degradacédo acelerada apos 5 horas em meio
aquoso, ndo permitindo a fixacdo da droga (CERONI-FILHO, 2004). Com base
nestas informacdes, optou-se pelo uso das microesferas da blenda de PLLA/PEO

80/20 para associagado com o cloridrato de vancomicina.

Além do tempo de liberagdo, a quantitade da droga liberada & um
importante fator quando se trata de tratamento local de infecgées. No caso de
tratamento de infecgdes causadas pelo Staphilococcus aureus, por exemplo, um
dos agentes bacterianos causadores da osteomielite, a MIC (Concentragao
Minima Inibitéria) da vancomicina é 0,001 mg/ml (MADER, 1999). Os testes
anteriores realizados com as microesferas de PLLA/PEO 80/20 pela técnica de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance) mostraram a liberagéo de
aproximadamente 0,18 mg/ml nos periodos iniciais de 24 a 48 horas e 0,04 a 0,02
mg/ml nos periodos finais de 72 horas a 6 dias. Sendo assim, a concentragao da
droga possivelmente liberada quando implantada nos animais, durante os
periodos experimentais iniciais, pode ter sido maior em relacdo a concentragao
necessaria para inibicdo da atividade bactericida do S. aureus. (CERONI-FILHO,
2004). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a vancomicina quando
associada as microesferas de PLLA/PEO n&o interferiram no processo
regenerativo tecidual, o qual ndo demonstrou sinais de inflamagao cronica ou
rejeicdo tecidual ao longo do experimento. Sabe-se que o tratamento antibidtico
sistémico associado ao tratamento antibidtico local pode elevar os niveis de

toxicidade no local do implante (MADER, 1999). Neste caso, sugere-se a
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realizacao de novos testes com a liberacdo da droga das microesferas de
PLLA/PEO visando sua aplicagao clinica, para que problemas de rejei¢io tecidual

possam ser evitados.

A cinética de liberagdo da droga apresenta diferencas entre os
polimeros devido ao modo de degradacdo das amostras (anexo 6). Nos testes
previos de caracterizagdo das microesferas da blenda de PLLA/PEO com
cloridrato de vancomicina realizados por CERONI-FILHO (2004) constatou-se que
tanto PLLA puro, quanto PLLA/PEO 80/20 apresentaram uma liberag&o acentuada
da vancomicina nas primeiras 48 horas de testes in vitro, uma segunda etapa da
liberacao mostra um processo de difusao para liberagao da droga e o terceiro e
ultimo, mostra a liberagdo do farmaco sendo regido pela degradagao do material.
Além disso, a superficie das esferas também influencia na liberagdo da droga,
sendo que nas amostras de microesferas de PLLA/PEO 80/20 apresentaram
porosidade promovendo uma liberacdo gradual. A porosidade das microesferas de
PLLA/PEO 80/20 ocorreu apos a dissolugao da fragdo PEO. O PEO é um polimero
que se dissolve em meio aquoso tendo seu processo de degradagdo ocorrendo
lentamente junto aos liquidos tissulares. Esta dissolugéo leva a formagéo de poros

na fracao PLLA restante (ZOPPI et al., 2001).

A escolha pelo cloridrato de vancomicina (anexo 1) para ser associado
a blenda de PLLA/PEO 80/20 neste estudo foi feita apos consulta de relatos
clinicos na literatura mostrando ser uma das drogas de escolha para tratamento
de infecgbes Osseas. A vancomicina € utilizada na terapéutica de infecgoes
causadas pelo Staphilococcus aureus, microorganismo mais comum na

osteomielite endégena (MADER et al., 1999).

A busca por biomateriais associaveis a drogas antibiéticas visando a
prevencdo e tratamento local de infecgbes vem sendo realizada através de
estudos experimentais e clinicos. UENG et al. (2004) estudaram esferas de
poli(L-lisina)PLL associadas a vancomicina em coelhos com objetivo de prevencédo
de infeccbes Osseas. Os resultados histologicos demonstraram que o material

demorou para ser reabsorvido nao causando no entanto, reacdes teciduais de
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rejeicao. Os autores sugerem que as esferas de PLL associadas a vancomicina
podem ser utilizadas como dispositivos para liberacao controlada de drogas no
tratamento de infeccées musculoesqueléticas. No presente trabalho, os achados
histolégicos ndo indicaram diferengas entre os animais tratados com o PLLA/PEO
associado a vancomicina e os animais tratados somente com PLLA/PEO,
resultado este que se assemelha aos resultados de UENG, et al. (2004) no que diz

respeito a n&o interferéncia da droga no reparo 6sseo.

O rato Wistar foi utilizado neste trabalho devido as vantagens que este
modelo oferece. De acordo com RISSING et al. (1985) e MEHRARA et al. (1999),
o rato € resistente a procedimentos cirurgicos, tolerante a tratamentos com
antibidticos e o custo de manutencdo de cada animal & relativamente baixo,
consequentemente, 0 numero de animais por grupo pode aumentar. Foram
escolhidas as tibias dos animais para a colocagao das microesferas de PLLA/PEO
e a razao desta escolha esta de acordo com MONZON et al. (2002) quando se diz

respeito ao facil acesso deste osso durante o ato cirurgico.

Apesar das vantagens oferecidas pelo rato e roedores em geral como
modelos de experimentacao, a baixa similaridade com os processos biologicos do
homem limitam sua aplicagdo quando o objetivo de um trabalho é a aplicagcéo
clinica de um material (MIRANDA, 1996). O objetivo deste trabalho € a utilizagao
de microesferas de PLLA/PEO associadas ao cloridrato de vancomicina em
pacientes que apresentem lesdes Osseas com perda tecidual. No entanto, para
que seu uso clinico seja uma realidade, € necessaria a continuidade dos testes
deste material em animais de maior porte, que apresentem similaridade com o
reparo 6sseo humano. MIRANDA (1996) afirma serem os caes animais indicados
para esta finalidade. Apesar da falta de uma lei efetiva para a proibigdo no uso de
cées em pesquisas biomédicas, este animal ndo vem sendo utilizado atualmente
nas pesquisas (COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Neste
caso, a espécie animal mais indicada para a continuidade de testes com as
microesferas da blenda de PLLA/PEQO para aplicagdo clinica futura € a suina, a
qual ndo possui restricbes atuais em seu uso uma vez que este animal &

rotineiramente abatido para corte.
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Os animais implantados foram expostos a periodos experimentais de 2
e 4 dias e 1, 2, 4, 8, 16 e 32 semanas. A escolha por um periodo experimental
longo, com intervalos que variassem de poucos dias a alguns meses apresenta
dois motivos. Primeiro devido ao tempo de liberagdo da vancomicina (anexo) pela
blenda que ocorre em até 6 (seis) dias (CERONI-FILHO, 2004) e em segundo
lugar, pelo longo tempo de degradagéo do PLLA, constatato por ROKKANEN et al
(1999), CORACA (2002) e ITO et al (2004). Em osteotomias acetabulares fixadas
com parafusos de PLLA, ITO, H. et al em 2002 observaram 68 pacientes de 18 a
46 meses pos-cirurgicos. Neste estudo todas as osteotomias foram unidas, com
excessdo apenas de 4 pacientes que apresentaram falhas na unido. Em todos os
pacientes os parafusos de PLLA permaneceram no local até o final das

avaliagoes.

Este trabalho ndo utilizou falhas 6sseas sem a colocacao de implantes
como grupo controle, para observacdo da regeneragdo Ossea espontanea. A
razao disso € a proposta do trabalho em comparar dois tipos de blendas de
PLLA/PEO, associadas e nao associadas ao cloridrato de vancomicina. Para
comparacdo entre biomateriais implantados a utilizagdo de regeneracao
espontanea nao €& necessaria pois nao haveria dados a serem comparados.
Sabe-se que a regeneracdo Osse espontanea pode ocorrer de maneira mais
rapida que a regeneracdo adjacente a implantes quando a lesao € de pequena
proporcdo (CORACA, 2002), no entanto, em lesdes 6sseas com perda de massa
tecidual sempre é necessaria a utilizagdo de materiais naturais ou sintéticos para
auxiliar no reparo. CORACA (2002) realizou lesbes dsseas sem a colocagdo de
implantes (apéndices 5 e 6) para comparar com lesdes osseas implantadas com
blendas de PLLA/PEO, provando ndo ser necessaria a realizagao destes grupos
neste caso. Além do objetivo de comparar dois biomateriais no reparo tecidual, a
realizacdo de um grupo nestas condigdes levaria @ obtencéo de mais animais,

gerando gastos desnecessarios.

Apds o término dos periodos experimentais, todos os animais foram
sacrificados e as amostras contendo os implantes foram submetidos ao

processamento histolégico para obtencéo de laminas permanentes. Foram obtidas
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duas laminas de cada caso, sendo que uma foi corada pela técnica de rotina em
H&E e a outra pela técnica de TM. O TM além de evidenciar nucleos e
citoplasmas, ajudam na diferenciacao do colageno e sua organizacao, informacao
importante para o estudo da maturacéo 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO,2004).
Neste trabalho, a coloragéo pelo HE foi importante para as analises qualitativas
enquanto que a coloracao pelo TM foi importante para diferenciar 0sso secundario

e 0SS0 primario, o que auxiliou durante as analises quantitativas.

SAITO et al (1999) investigando blendas de poli(DL-acido latico)PLDLA
e poli(etileno glicol)PEG e associada com proteinas 6sseas morfogénicas (BMP)
na musculatura esquelética dorsal de ratos, detectaram a formagéo 6ssea através
da coloracéo pela HE. Neste estudo os autores evidenciaram a formacao éssea
assim como a reacgdo inflamatoéria adjacente aos implantes. No presente trabalho,
o HE foi importante instrumento para a avaliacao da reacéo tecidual cicatricional,
como a presenga de tecido de granulagao, fibrina e hemorragia, como para a

observacdo da neoformacéao éssea junto as esferas.

Assim como foi observado por HOLLINGER et al (1998), no presente
estudo verificou-se, além dos tecidos de granulacao e fibrina, a orientagdo das
fibras colagenas auxiliando na diferenciagdo dos ossos primarios e secundarios.
As andlises qualitativas neste casos foneceram dados relativos a intensidade dos
achados, sendo estes, tecido de granulacdo, fibrina e hemorragia, reagao
inflamatdria aguda e cronica, proliferagéo 6ssea periosteal, endosteal e intersticial.
Os dados de intensidade foram revertidos em dados numéricos € permitiram a
confeccédo de graficos para ilustrar a curva de intensidade dos achados
(andlise semi-quantitativa). A maioria dos autores apresentam em seus trabalhos
somente a descricdo histolégica (HOLLINGER et al., 1998, SAITO et al., 1999,
PINHOLT et al., 1991, LI et al., 2003, HECKMAN et al., 1999, FURUKAWA et al.,
2000, ROESSLER et al., 2000, LITTLEWOOD-EVANS et al.,1997, ITOKAZU et al
1997) deixando de graduar as observagdes em intensidade. Neste trabalho, este
método de exposicdo dos resultados mostrou-se claro e efetivo quando associado
com a exposicdo dos dados qualitativos e comparados com os dados

quantitativos.
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Ja as andlises quantitativas possuem importancia para a obtencdo de
diiferencas quanto a morfologia e resposta tecidual ao longo dos periodos
experimentais. ITO et al. (2004) utilizaram o programa Osteoplan-2, Carl Zeiss
para quantificar a densidade de osso neoformado junto a poros da ceramica de
hidroxiapatita hibridizada com culturas de células mesenquimais. O programa
utilizado permitiu a obtengdo de uma curva de crescimento 6sseo ao longo dos
periodos experimentiais. De acordo com ITO et al (2004), a utilizagdo de softwares
para morfometria € de extrema utilidade em pesquisas com biomateriais, para a
quantificacdo de neoformacgéo tecidual. Concordando com os autores acima
citados, utilizou-se no presente trabalho o software ImagelLab® que permitiu
quantificar a porcentagem de osso neoformado em uma determinada area de cada
corte. Apds obtencao das analises, os dados em porcentagem foram submetidos a
testes estatisticos para a obtencao de desvio padrao e significancia das diferencas

obtidas.

5.2 - Analises Qualitativas e Quantitativas

As microesferas se mantiveram no interior do canal medular durante
todo o periodo experimental avaliado, em todos os animais nos dois grupos
estudados. Duas rezbes explicam a manutengdo das microesferas neste local,
primeiramente o crescimento tecidual envolvente ao implante, retendo-o nesta
regido do osso. E em segundo o longo tempo de degradag&o da fracdo de PLLA
da blenda de PLLA/PEO. ITOKAZU et al. (1997), demonstraram esta retencao do
implante no interior do canal medular, junto & cavidade realizada na cortical, em
implantes de HA realizados em tibias de ratos. Neste estudo, os autores
observaram a formagdo de tecido fibroso e capsula dssea formados junto ao
implante. De acordo com ROKKANEN et al. (1999), a velocidade de degradacao
do PLLA pode variar de acordo com sua concentracéo e grau de cristalinidade,
porém este sempre apresenta um longo tempo de degradag&o. As observagoes
realizadas no presente trabalho, demonstraram a presenca das microesferas de
PLLA/PEO em todos os animais até o ultimo periodo experimental, de 32

semanas.
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Observou-se irregularidade no tamanho das amostras implantadas,
havendo casos de esferas com dimensdes diferentes em um mesmo corte. Além
disso, as microesferas apresentaram estruturas semelhantes a poros em seu
interior (anexo 2 e 5). A caracterizagdo das microesferas (anexos 1, 2, 3, 4, 5 e 6)
foi realizada previamente aos implantes in vivo onde constatou-se esta variagao
quanto aos diametros das amostras. Neste caso, CERONI-FILHO (2004) realizou
as analises de distribuicdo de diametros entre as amostras (anexo 4) com um
espectofotdmetro de luz laser MATERSIZER modelo S.MAM-5005
(Malvern Instruments UK) que adquiriu diametros de 100 & 400 um, apresentando
mais de 60% das amostras, um di@metro que variava de 200 a 300 ym. O
tamanho das microesferas sofreu variagdo devido ao modo de obtengao das
mesmas, ndo afetando as propriedades mecanicas do material, assim como a

liberacéo da droga.

Nos periodos iniciais de experimentacdo, foi observado areas com
hemorragia, deposicdo de fibrina e tecido de granulagdo. A presenca destes
tecidos faz parte do processo de cicatrizag@o do osso e de outros tecidos. Areas
com hemorragia foram detectadas apenas nos periodos iniciais de 2 e 4 dias em
decorréncia do trauma realizado para a colocagao do implante. A fibrina e o tecido
de granulagdo observados, estava presente entre as microesferas nao formando
portanto capsula fibrosa. A formagéo de cépsula constituida por tecido conjuntivo
denso, geralmente na interface osso e implante estd relacionado com
complicacdes e processos de rejeicdo, de acordo com NG et al. (2004). Estes
autores observaram estas reagdes teciduais em implantes orbitais e malares
realizados em pacientes afirmando serem complicagbes relacionadas aos

biomateriais.

O processo inflamatério observado neste estudo foi discreto e presente
apenas nos periodos iniciais, 2 e 4 dias, estando ausente nos periodos finais. A
inflamagdo era constituida de pequenos focos de neutréfilos. A presenca de
neutréfilos em baixa intensidade, sem formar abscessos, predominantemente nos

periodos iniciais, pode ser interpretada como processo inflamatério ligado ao
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reparo tecidual. Este & caracterizado pelo extravasamento de liquido dos vasos
sanguineos  (edema) e presenca de células polimorfonucleares
(ROSEMBERG, 2000) Nao foi detectada inflamacao cronica inespecifica. A
presenca de infiltrado inflamatorio persistente também pode ser interpretado como
sinal de complicacoes relacionadas aos implantes. Reac&o granulomatosa do tipo
corpo estranho foi escassa, nos periodos iniciais, estando presente apenas em 4
do total de 80 animais avaliados, demonstrando a baixa sucetibilidade do material
a rejeicao. Esta afirmacao esta de acordo com HOLMBOM et al (2005) que testou
uma blenda de poli(e-caprolactona-L-acido latico)PCL/PLLA em fémur de ratos.
Estes autores observaram uma moderada reag¢ao inflamatoria com a presenca de
células gigantes, porém, sem o acumulo de fluidos e concluiram que esta reacao

n&o comprometeu a integridade do material implantado nem a regeneragéo 6ssea.

A partir da segunda semana p6s implante, o tecido cicatricional formado
pela fibrina, hemorragia e tecido de granulacéo, foi substituido por septos
conjuntivos compostos por tecido conjuntivo, que gradualmente se converteram
em tecido 6sseo. Neste caso, 0 0sso contornou o implante das microesferas além
de preencher os espacos formados entre elas. Esta reacéo do tecido 6sseo foi
constatada também por UENG et al. (2004), onde esferas de poli(L-lisina)PLL
associadas a vancomicina foram envolvidas por osso apos 8 semanas de
implantacdo. Implantes constituidos por esferas e microesferas s&o facilmente
acoplados em falhas dsseas por compressao, n&o precisando ser moldados antes
do procedimento cirdrgico, 0 que leva a uma economia de tempo e custos ao
médico e ao paciente, dependendo de sua aplicacéo. UENG et al. (2004) também
relataram esta vantagem dos implantes na forma de microesferas quando
relacionados ao reparo de cavidades Osseas realizadas apos retirada de tumores,
ou apos curetagem de material infeccioso, como € o caso da osteomielite. Além de
sua morfologia, implantes na forma de microesferas associados a drogas
antibiéticas, como o utilizado no presente trabalho, auxiliam na prevengao e

tratamento destas infecgoes.
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As traves Osseas formadas junto as microesferas foram decorrentes da
estimulacdo do enddésteo, ocorrida durante a realizagdo da cavidade para
colocagédo do implante. Estas traves no entanto, apresentaram um adelgacamento
a partir da oitava semana pés implante, voltando a se espessar a partir da décima
sexta semana. Esta alteracdo na arquitetura das trabéculas Osseas durante a
regenerecao tecidual foram também observadas por RIBEIRO et al. (1996) apos
obtencdo de cavidades em tibias de cdes para modelo experimental de
regeneragao 6ssea espontanea. Neste caso, durante a sexta e décima semana de
implantacéo, os autores observaram um aspecto osteoporotico das traves Osseas
que se apresentavam delgadas com relacdo aos outros periodos, atribuindo este
fenébmeno a uma atividade osteoclastica. Além deste adelgacamento, houve
também crescimento celular adiposo promovendo o distanciamento das
trabéculas. Apdés 12 semanas no entanto, as traves oOsseas observadas
apresentavam espessura e distribuicdo semelhantes ao tecido 6sseo envolvente.
Este momento de transigdo observado tanto no presente estudo, como no trabalho
de RIBEIRO et al. (1996) ndo comprometeram no entanto, a remodelagem da

les3o.

A partir destas observacbes, surgem discussbes sobre a origem da
neoformagdo 6ssea, que pode ser iniciada a partir de osteoblastos presentes em
fragmentos Osseos presentes no local da lesdo, como a partir de células
mesenquimais presentes na medula éssea que se diferenciam em osteoblastos e
d&o inicio a deposicao de matriz 6ssea (KATTHAGEN e MITTELMEIER, 1984).
Estas observacdes foram encontradas no presente estudo onde a neoformagao
dssea junto as microesferas teve inicio tanto de osteoblastos de traves Osseas
presentes no canal medular, como por células mesenquimais da medula ossea e

do enddsteo e peridsteo estimulados no ato da lesao.

As andlises estatisticas realizadas com os dados obtidos nas analises
semi-quantitativas e quantitativas (histomorfométricas) demonstraram uma
discreta involugédo da neoformagéo dssea, vista como uma reducdo na velocidade

da formacao tecidual. Esta involugéo foi detectada a partir da 4* semana apés o
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implante, nos dois grupos avaliados. Esta involucdo e decréscimo na velocidade
de crescimento tecidual 6ssea pode ser explicada pela atividade de remodelacéo
bssea observada nos animais a partir da 4° semana de implantacdo. Esta
atividade foi caracterizada pela presenca de osteoclastos junto as traves ésseas
presentes ao redor das microesferas. Além dos osteoclastos, a presenca
constante de osteoblastos ativos nesta regiao demonstram a atividade de

renovacdo e moldagem do tecido 6sseo neoformado.

O grupo implantado com a blenda de PLLA/PEO associada ao
cloridrato de vancomicina apresentou uma média de area de osso neoformado
discretamente maior quando comparado com o grupo implantado com a blenda de
PLLA/PEO sem a droga. Esta diferenca nao foi significativa, demonstrando assim
a eficiéncia das microesferas de PLLA/PEQO associadas a vancomicina na

regeneracao ossea.

Os resultados obtidos neste trabalho, contribuem para a busca de
biomateriais, principalmente voltados para aplicacdo ortopédica, bucomaxilofacial
e odontologica. Esta pesquisa possibilitou aos pesquisadores um maior
conhecimento do PLLA e do PEO como biomaterial e seu comportamento na
associacado com drogas antibidticas. Toda a metodologia utilizada neste trabalho,
desde a obtencdo dos materiais, cirurgias de implantacdo até a obtencdo dos
resultados possibilitou © engrandecimento profissional dos pesquisadores
envolvidos. A interdisciplinalidade inicialmente proposta a qual foi concretizada
neste trabalho foi de grande valia, pois uniu 0s conhecimentos da area médica,
biolégica, da engenharia de materiais e matematica, provando que nenhuma
ciéncia se faz sozinha. Assim como € necessaria a continuidade deste trabalho, &
necessaria a manutengdo desta interdisciplinalidade que possibilitara um maior
aprendizado dos pesquisadores envolvidos no que se diz respeito a ciéncia e ao

convivio interpessoal.

Vimos de forma relevante que a continuidade deste trabalho envolve a
escolha de um modelo experimental com caracteristicas mais similares as do
homem no que se refere aos processos de reparo tecidual e pelo porte fisico. Uma
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sugestdo é a simulacdo de uma cirurgia de remogédo de tumores 0sseos em um
suino, por exemplo, e posterior preenchimento local com microesferas de
PLLA/PEO. Um trabalho que deve ser explorado também € a indugao de doencas
infecciosas, como a osteomielite, nestes animais e posterior tratamento com
microesferas associadas a droga antibidtica, para verificar assim sua agcao no

reparo 0sseo na vigénicia de infeccoes.

Vimos com bastante otimismo a aplicagao clinica deste material, o que
poderia auxiliar muitos pacientes facilitando também o trabalho dos profissionais
de saude. Frente a toda esta discuss&o, pode-se afirmar que a perspectiva € boa

e como nao nos falta entusiasmo, as pesquisas terdo continuidade.
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6 - CONCLUSOES



Considerando a osteointegragé@o obtida com implantes de microesferas
de poli(L-&cido latico)PLLA/poli(oxido de etileno)PEO, bem como a nao
interferéncia na regeneracdo 6ssea quando associados ao cloridrato de
vancomicina, e a caracteristica inerte deste biomaterial, sugere-se que este possa
ser Util como enxerto ou como adjuvante nos processos de reparo 6sseo. Este
material pode contribuir ainda como suporte na prevencao de possiveis infecgoes

que possam vir a retardar a regeneragao ossea tecidual.
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8 - ANEXOS



ANEXO 1

Estrutura molecular do cloridrato de vancomicina
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ANEXO 2

Micrografias de microesferas da blenda PLLA/PEO (50:50) em estagio de degradac&o apés 5
horas (a) e apos trés dias de sua obtencéo (b).

Micrografias mostrando a superficie das microesferas com e sem a vancomicina. PLLA (SV) (a),
PLLA (CV) (b), blenda PLLA/PEO (SV) (c) e blenda (CV) (d).

e de 1000x (b).
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ANEXO 3

Perda de Massa (%)

Crp————
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Curvas de porcentagem de perda de massa das amostras de PEO e PLLA e da blenda PLLA/PEO

em funcdo da temperatura.
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ANEXO 4
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Distribuig&o de didmetros das microesferas de PLLA e da blenda PLLA/PEO.

PLLA Blenda

Histogramas da distribui¢éo de didmetros.
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ANEXO 5

100 |
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Grafico do aumento de porosidade na blenda PLLA/PEO (80:20) no decorrer do estudo in vitro.

Fase Continua Porosidade
Semanas

(%) (%)
S0 100,00 0,00
S1 99,83 0,17
S2 99,60 0,40
S3 99,33 0,67
sS4 98,32 1,68
S5 95,98 4,02
S7 99,21 0,79
S9 95,90 4,10
S12 96,21 3,79
S16 91,82 8,18
S20 94,95 5,05

Valores da quantidade de poros obtidos pelo analisador de imagens para a blenda PLLA/PEO.
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ANEXO 6
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Liberagédo do cloridrato de vancomicina em funcdo do tempo. Teste em HPLC.

Anexos
147



9 - APENDICES



APENDICE 1

1) Cortes transversal da tibia do rato implantado com PLLA. A - 2 semanas pos-implante. Presenga do implante (I) no canal
medular, tecido dsseo neoformado (setas). Medula éssea (mo); camada cortical (cc). B- 4 semanas pos-implante, implante
(1), tecido ésseo (setas), preenchimento da cortical (*), medula éssea (mo), cortical (cc). C- 8 semanas pos implante,
implante (10, envolvido por osso (setas), unido & camada cortical (setas), medula éssea (mo), camada cortical (cc). D- 16
semanas pés-implante, implante (1) envolvido por tecido ésseo (setas), fendas formadas no interior do implante (*), medula
6ssea (mo), camada cortical (cc). 23X H&E.
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APENDICE 2

2) Cortes transversal da tibia do rato implantado com PLLA. A — 2 semanas pés implante, notar implante (I) em contato com
osso neoformado (on) interposto por células fusiformes (setas). Vasos sanguineos (*). B — 4 semanas, camada de tecido
ésseo ao redor do implante (1) interposta por células fusiformes (cf).C - 8 semanas pés implante, camada de tecido 6sseo
organizado (*) envolvendo o implante (l). Medula éssea (mo). Fenda preechida por células (seta). D — 16 semanas pos
implante, tecido ésseo (to) ao redor do implante (1). Presenga de fenda ocupada por células e capilares sanguineos (setas).
Medula dssea (mo). 113X H&E.
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APENDICE 3

3) Cortes transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEQO A — 2 semanas pés-implante, presenga do
implante (1) no interior do canal medular envolvido por 0sso neoformado (setas). Presenca de fendas no interior do implante.
Medula éssea (mo). Camada cortical (cc). B — 4 semanas, implante no interior do canal medular envolvido por tecido dsseo
(seta). Local da falha preenchido por tecido 6sseo (*). Medula éssea (mo). Camada cortical (cc). C — 8 semanas, implante (1)
no interior do canal medular envolvido por tecido 6sseo (setas). Medula éssea (mo). Camada cortical (cc). D - 16 semanas,
implante (1) no canal medular envolvido por tecido dsseo (setas). Tecido 6sseo no interior de fendas formadas no implante
(*). Medula éssea (mo). Camada cortical (cc). 23X H&E.
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APENDICE 4

4) Cortes transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO A - 2 semanas pés-implante, tecido conjuntivo no
local da falha dssea (*) e células fusiformes (seta) na interface osso neoformado (on) e implante (). B - 4 semanas
pés-implante, osso neoformado (on) em contato com implante (1). Medula dssea (mo). Osteoblastos ativos (setas). C- 8
semanas pés implante, Tecido ésseo (to) no interior do implante além de células e vasos sanguineos (setas). Medula éssea
(mo). Camada cortical (cc). D- 16 semanas pos-implante, presenca de tecido dsseo (to), vasos sanguineos (vs) e células
(setas) no interior do implante (I). 113X H&E.
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APENDICE 5

Cortes transversal da tibia do rato sem a colocag@o de implantes A - 2 semanas nota-se formagao de trabéculas no local da
lesio formando calo 6sseo interno (ci) e externo (ce). B - 4 semanas pés-implante, camada cortical (cc) e medula dssea
integras. C - 8 semanas e D - 16 semanas ja ndo era visivel o local da lesdo realizada na cortical. 23X H&E.
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APENDICE 6

Cortes transversal da tibia do rato sem a colocag&o de implantes A - 2 semanas nota-se formagéo de trabéculas no local da
les#o (setas). B - 4 semanas pos-implante, camada cortical (cc) e medula éssea integras em processo de modelagem (7).
C - 8 semanas e D - 16 semanas ja nao era visivel o local da leséo realizada na cortical. D - Presenca de calo 6sseo

cartilaginoso (seta). 23X H&E.
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APENDICE 7

Imagem PLLA/PEO 4 semanas (4)
Largura: Altura: %de regides: 22.5%
1600 1200 em relagdo a drea total da imagem
Pixel R 21
Unidade: Largura: Altura: ca méd G 7
um 0.800131 0.807880 B
Dados Estatisticos
MORFOMETRIA ABSORCAC DE COR Densidade J
Area Perimetro R G E strit 5
Nimero: b4 | 21 2
Soma: 279618758 11922567 | S00i7346.705  Mvnidns WA 134841 lelele] 35t ) 1585 1
Média: 13315.179 567741 | 2842254608  97E 16,100 1445182.316 230.231 ) #ovot 163,916 75
Desvio Padréao: 41508.738 725180 | 8501362744 1819020207 3575601 6A2 | #2v 219.269 110 2 Padr
Valor Maxime 191489.391 2727.714 | 29714580 000 263855, bt s T o 280,04 o0 823.210 450,474 or Maximo
Valor Minimo 17.453 19.250 1968, JOT.000 1594, 00( 112,400 0.000 8,401 1.600 r Minimo
Significancia 5% 17753.218 310.162 674511.581 772376 781 il
Significancia 1% | 23331.737 407623 | 7701078 22062982  2000575.126 35.. 123.249 3
Dadosindividuais
Nimero: 21
Estrutura Area Perimetro R B =
2 17.453 18.250
20 538.769 144.087 6.672 15155 2
19 1682.564 259.039 43
18 1536.156 2768.582 75
17 2332.180 278.505 64547 5 11801
16 4847 956 704673 1352267750 1296960 2 1.1 = 7 o Nao
15 8553.704 528.682 | 2047007000 3350 3 h
14 8104.488 1274.926 13 127 346 4 17 4 q
13 2377.438 465.160 521618.004 116156  430314.% Fa7 4 1 v 35
12 8o2.821 204.856 "232.141 P Jd1 78T 7.737 71.279 15.9 e
1" 13041.970 1597587 | o0l 75O 2691301750 2760346 750 221.181 526 242 1 1 e
10 1026.797 194.414 216527172 155698.2 177.659 71.427 23 80° in
-] 1600.321 222933 438730 844 387012 000 240418 70819 3 1 30
8 4032.530 816531 70.125 58065250 616352 1540 176 604 16! )
7 63.993 58.120 1500 17537.000 18100 6O 280 855 & 1 o
8 23.270 24188 104 0 6712000 2882 a 1 Nao
5 17.453 18.342 000 1594 000 1
4 58.175 53272 17367.0 5818.00( 16436 0L 200,04 M,
3 33434.410 1956097 | ¢ 167 113. 53 8
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