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RESUMO

Na ocorréncia de fraturas ou patologias que levam a perda de massa Ossea, podem ser utilizados
materiais naturais ou sintéticos para auxiliar o reparo tecidual Materiais poliméricos vém sendo
amplamente estudados visando sua aplicagio em cirurgias ortopédicas e plasticas reconstrutivas,
entretanto, um homopolimero nem sempre atende as necessidades exigidas para uma determinada
aplicagio. Um dos caminhos para solucionar esse problema ¢ a obtengdo de blendas poliméricas tendo
como objetivo um sinergismo entre as propriedades dos homopolimeros. O objetivo do presente
trabalho foi estudar, de modo comparativo, a resposta tecidual Ossea do PLIA e de uma blenda
constituida de poli(L-acido latico)PLLA/poli(oxido de etileno)PEQ. Para isso, pinos de PLLA e da
blenda PLLA/PEQ foram implantados em cavidades produzidas nas tibias de 40 ratos da linhagem
Wistar, Como controle foram utilizados implantes de poli(cloreto de vinila)PVC. Apos 2,48 e 16
semanas os ammais foram sacrificados €, amostras contendo os implantes foram processadas
histologicamente para observa¢do em microscopia de luz. Ocorreu formagiio de tecido 0Osseo
envolvendo os implantes em todos os periodos. A degradagio dos implantes da blenda PLLA/PEQ
permitiu a migrag@o de células e crescimento de tecido 6sseo para o seu interior, 0 que ndo 0COFTeU NOS
implantes de PLLA ¢ PV(C. Nido foi observado acimulo de células inflamatérias nos locais
implantados, durante os periodos estudados. A blenda PLLA/PEQO apresentou melhor interagio com a

4rea receptora, em relagdo aos outros materiais.
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ABSTRACT

In fractures or pathologies that has as consequence bone mass loss, can be used natural or
synthetic materials to help the tecidual repair. Polymeric materials have been widely studied aiming its
use in orthopedics and plastics surgery. The polymeric biodegradable blends obtained by two or more
kinds of polymers could present smaller degradation time than homopolymers, besides equivalent
physical and mechanical properties. The PLLA is an example of homopolymers that present slow
degradation rate. The purpose of this work was compared the bone tecidual response between PLLA
and the poly(L-lactic acid)PLLA/poly(ethylene oxide)PEO blend. For this purpose, PLLA and
PLLA/PEQ pins were implanted into cavities produced in 40 Wistar rats tibiae. As control poly{vinyl
chloride)PVC implants were used. After 2,48 and 16 weeks the animals were killed and samples with
implants were histologically processed for light microscopy. It was verified bone formation around the
implants in all periods studied. The degradation process of PLLA/PEQO blends allowed cell migration
and growth of bone tissue inside the implant, which did not occur with PLLA and PVC implants.
Inflammatory cells could not be seen in implantation sites, during the experimental periods. The

PLLA/PEQ blends showed better osteointegration with receptor area than PLLA and PVC.
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I1- INTRODUCAO

Em casos de fraturas graves ou patologias com perda de massa 6ssea, 0s enxertos naturais
podem ser utilizados como auxilio para imobilizagio, fonte de células osteogénicas e/ou moldes
que permitirdo o reparo. Os enxertos 6sseos sio classificados de acordo com a sua origem, seu
local de doago e sua arquitetura histologica.

Quanto a sua origem, os enxertos podem ser heferdgenos, quando o organismo doador é
de especie diferente do organismo receptor; enxertos aldgenos, quando o organismo doador e o
receptor sdo diferentes, porém da mesma espécie; e enxertos autdgenos, quando 0 0ssO provém
do mesmo organismo, apenas de local diferente. Os locais para a obtencdo dos enxertos 6sseos
geralmente s&o o crdnio, a crista iliaca a as costelas. Estruturalmente, os enxertos podem ser
compostos de 0sso compacto, osso esponjoso ou da combinagdo destes. Os enxertos 6sseos
podem ser aplicados em reconstitui¢des de defeitos congénitos, ou no reparo de fraturas e falhas
criadas apos a retirada de tumores.

Mesmo sendo um importante recurso para a reconstrugio de falhas 6sseas, a utilizagdo de
enxertos 0sseos se tornou restrita devido a complicagbes relacionadas a rejeicio pelo organismo
receptor quando o enxerto ndo € autogeno, e no caso de uma fatha 6ssea com grandes proporcdes,
a dificuldade para obtengdo dos enxertos autégenos com volume suficiente de 0sso. (CIDARTI,
M.J. et al 1994).

Com o intuito de reforgar os enxertos naturais ou até mesmo substitui-los, podem ser
utilizados materiais sintéticos. A Food and Drug Administration (FDA) estima a existéncia de
2.700 tipos de materiais médicos, a maioria destes contendo biomateriais sintéticos como seu
principal componente. Os biomateriais sdo definidos como qualquer substincia ou combinagio
destas que ndo sejam drogas ou farmacos, de origem natural ou sintética, que podem ser usada

por tempo indeterminado, tendo como finalidade A inserciio em sistemas fisiologicos para auxiliar
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o seu funcionamento ou reparar um tecido no caso de trauma: Os biomateriais devem estar
mecanicamente adaptados para exercerem suas fungdes. Para isso, antes de sua aplicagio sio
submetidos a testes, como por exemplo, os de forga de tensdo e resisténcia. Além disso, os
biomateriais devem ser compativeis e inertes aos tecidos e ao organismo como um todo,
comportando-se de maneira ndo téxica ¢ ndo destrutiva para com as células e os fluidos
corporais. Nas areas da ortopedia e odontologia existem biomateriais metalicos, cerdmicos,
poliméricos ¢ os compdsitos, constituidos da combinagiio de dois ou mais tipos de materiais
(SZYCHER, M. et al 1994),

Implantes metalicos tém sido utilizados na pratica médica para a fixagio de ossos e
articulagdes. Os metais diferem em forga mecinica, propriedades de superficie e compatibilidade
tecidual. Como exemplo temos o titénio puro (Ti) e as ligas de titdnio (Ti-6AI-4v) sendo por
muito tempo considerados como bons materiais. O nitinol (Ni-Ti) vem sendo utilizado como
biomaterial em varias aplicagdes médicas, porém, CASTLEMAN, L S. et al (1976) e PUTTER,
JLM. et al (1992) estudando o Ni-Ti como biomaterial, associaram algumas de suas
desvantagens a uma possivel toxicidade.

Em 1994, MORONI, A. et al testaram pinos de titdnio recobertos por hidroxiapatita (HA)
com o objetivo de comparar sua interagfio tecidual nestas condicdes. Levando em consideracgio
que a HA apresenta capacidade de interagio com 0 0sso, os pesquisadores chegaram a conclusio
que a composi¢do se tornou um método eficiente para methorar a interagio do metal com o 0ss0.

A utilizagdo de materiais metalicos em cirurgias orais e maxilofaciais para fixacdo de
fraturas, apesar de ter inicialmente proporcionado bons resultados, foi posteriormente
recomendada com ressalvas devido a possibilidade de uma reabsor¢io Ossea e conseqiiente
refratura, que geralmente ocorre quando o estresse de impacto que deveria estar sendo recebido

pelo osso, € recebido pelo metal, tornando o osso mais fraco. Além disso, a necessidade de se



Introducéo 13

efetuar uma nova intervencio ciriirgica apds o reparo da fratura traria problemas ao paciente,
tanto em relagfo a infecgbes como gastos excedentes (AKESON, W H. et al 1975).

Ceramicas de fosfato de calcio bioativas, como a HA vem sendo estudadas a mais de 15
anos visando sua aplicabilidade na pratica médica. A HA ¢ relativamente insoluvel e tem
mostrado em experimentos, ser biocompativel, ndo-téxica e capaz de se integrar com o 0s850. Isto
ocorre porque a HA ¢ semelthante & apatita, mineral que compde o osso humano, podendo ser
utilizada em aphcagSes de longo tempo (SOBALLE, R. et al 1996). No entanto, apesar de varias
aplicagBes cirurgicas em odontologia e cirurgia craniofacial, a HA tem sido utilizada com
restrigdes na ortopedia. Pesquisadores relatam a migragdo de particulas, auséncia de reabsorcio
ou baixa resisténcia mecanica como os principais inconvenientes (BARTH, E.et al 1988).

No mtuito de substituir os materiais metalicos e cerdmicos, ou torna-los mais resistentes e
biointegraveis, varios polimeros tem sido estudados e indicados para aplicagdo na area médica. A
década de 70 foi marcada pela obtencdo ¢ fabricagdo de polimeros de alto desempenho, como as
poliimidas, polisteres e polietersulfonas utilizados na Indistria Aeroespacial que posteriormente
tornaram-se alvo do interesse das pesquisas biomédicas, devido as suas propriedades mecanicas
superiores a de outros materiais e muito proximas as dos ossos. Alguns estudos utilizaram Teflon
(Politetrafluoretileno-PTFE) implantado como prétese acetabular, porém reduziu-se o uso deste
material devido ao desgaste e reagdes de rejeigdes teciduais 4s particulas liberadas
(PAVANATTI, S.L. 1994).

Os polimeros sdo moléculas de cadeia longa que consistem em um nimero repetido de
pequenas unidades. Dentre os grupos de polimeros, temos polimeros naturais, como a celulose, as
colas naturais € borracha natural. Esses polimeros sdo, sem divida, interessantes e tém sido
usados em numerosas aplicagbes, sendo as vezes ofuscados por uma infinidade de polimeros

sintéticos, que vem sendo estudados todos os dias.
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A utilizagdo de polimeros biodegradaveis e bioabsorviveis é uma alternativa para
substituir metais em fixagbes de fraturas, osteotomias, artroses e lesdes de ligamentos, pois
durante o processo de reparo, o material mantém a fixagdio, e transmite o estresse recebido para o
tecido. Além disso, estes materiais ndo precisam ser removidos cirurgicamente, reduzindo-se
assim, além de custos, os traumas relacionados a cirurgias para retirada do implante
(ROKKANEM, P. et al 1999). O termo “polimeros biodegradaveis” é usado para denominar
polimeros insoliveis em agua que em contato com os fluidos orginicos sofrem reagdes quimicas
¢ 580 convertidos lentamente em um material solivel em agua (DUNN, R.L. 1991).

FURUKAWA, T et al {(2000) buscando obter implantes ortopédicos que apresentassem
boas propriedades mecénicas e osteocondutivas, testaram compésitos de poli(L-acido
latico)PLLA/hidroxiapatita em fémur de coelhos, submetendo-os a periodos experimentais de 2 a
25 semanas. ApOs a obtengio dos resultados, os autores afirmaram que a combinacio PLLA/HA
trouxe estabilidade ao material durante o reparo osseo, devido a osteocondutividade da HA e
resisténcia mecdnica do PLLA.

Em estudo realizado por WENZ, L M. et al (1990), compésitos de poli(éter cetona) e
polissulfona, foram colocados sob forma de extrato, em contato direto com fibroblastos de ratos.
Como controle, foram usadas secgdes de um tubo de latex ureteral e como parfmetro para
avaliagdo da biocompatibilidade foi medida a percentagem de lactatodesidrogenase (LDH),
enzima liberada quando ocorre citdlise das células. Os autores concluiram que estes polimeros
sd0 biocompativels em experimentos in viro, recomendando-os para estudos in vivo,
especialmente em placas de osteosintese. MAINIL-VARLET, P. et al (1997) utilizaram o poli(L-
latico), poli(L/D latico) e poli(L/DL latico) sob forma de pinos implantados em tibia de ovelhas,

e verificaram que apos um ano da implantagio, os materiais ndo tinham sido completamente
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reabsorvidos, porém sua massa molar havia sido reduzido de 40.000-50.000 para 500-3000
g/mol.

MEIKLE, M.C,, et al {1994), implantaram compostos nas concentragdes de 50:50 de poli
{DL-acido latico) PDLLA/poh(acido glicdlico)PGA em calvaria de coelhos sob a forma de discos
nas dimensdes de Smm x 2mm, usando como controle a regeneragdo Ossea espontinea. Os
autores verificaram em analises histomorfométricas resuitados estatisticos ndo significantes entre
a regeneracao Ossea nos dois casos, em 1, 2 e 3 meses de experimento.

A degradagio e a biocompatibilidade do poli(L-acido latico) (PLLA) vem sendo
investigada em ratos. A degradacdo do PLLA ¢ lenta e sua total reabsor¢io nio foi observada em
estudos com ratos, porém, estima-se que o tempo seja cerca de 3,5 anos (BERGSMA, J.E. et al
1995).

Baseados em resultados positivos com animais miciou-se a investigagio do PLLA em
humanos, onde placas e parafusos foram utilizados para fixagdo de fraturas no osso zigomatico.
Este estudo demonstrou que no periodo de 3,5 anos pds-implante, os pacientes retornaram a
clinica apresentando inchago no local, causado pela lenta degradagio do maternial, porém, sem a
necessidade da retirada do mesmo (BOS,R.R M. et al 1987, BERGSMA, J. E. et al 1995).

ROKKANEN,P. et al (1999), investigaram os polimeros bioabsorviveis poli{acido
glicdlico)PGA, poli(acido latico)PLA e o poli{dioxanona)PDS em fixacdes de fraturas Osseas em
mais de 3.000 cirurgias desde 1985. Estes materiais foram utilizados como pinos, placas e
parafusos em diferentes tipos de fraturas dsseas, em adultos e criangas, onde os autores puderam
concluir que estes materiais oferecem certas vantagens sobre outros tipos de materiais e
sugeriram a continuidade em sua utilizago em casos clinicos.

De agosto de 1990 a junho de 1992, sete pacientes com diferentes tipos de fraturas de

talus foram operados com parafusos biodegradaveis de PLLA para fixacdo. Qs resultados
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demonstraram serem estes materiais suficientemente estaveis para a fixacdo de fraturas Osseas.
Além disso, no decorrer do experimento nenhuma complicacio foi relatada em relagiio ao
biomaterial (KANKARE.J. et al. 1998).

Além das vantagens de ser biocompativel e proporcionar estabilidade no reparo de
fraturas Osseas, os implantes de PLLA podem ser associados a drogas para sua liberagio
controlada, que ocorre durante sua degradagio. ANDREOPOULOS, A G.et al (2000) estudaram
implantes de PLLA associados a pefroxacina em tibias de coelhos. Os autores concluiram que o
PLLA pode ser associado a drogas como modelo de sistema de liberagio controlada de drogas.

As blendas poliméricas, assim denominadas por serem obtidas da mistura fisica de dois ou
mais tipos de polimeros, vem sendo investigadas nos Gltimos anos, pois podem apresentar
melthores propriedades fisicas e mecénicas quando comparadas aos polimeros puros (PARK, T.G.
et al 1992; NIUENHUIS, A J. et al 1996). Algumas blendas incluindo um polimero sintético e um
polimero biologice (por exemplo, colageno) tem sido preparadas com a finalidade de melhorar a
biocompatibilidade do primeiro (GIUSTLP. et al 1994).

A preparagdo de blendas tem sido realizada com o objetivo principal de controlar a
velocidade de degradacéio de polimeros biodegradaveis. O tempo de degradacdo de um material
constituido de polimeros biodegradéveis para aplicagdes biomédicas pode variar de meses a anos,
dependendo dos balancos hidrofilico/hidrofobico e amorfo/cristalino. Estes balancos podem ser
controlados em fungfio da quantidade e do tipo de constituinte usados na preparagio de uma
blenda (PARK, T.G.et al 1992; PENNING, J.P et al 1996).

ZOPPLR A. et al (1999), investigaram o processo de degradagio e a morfologia de
blendas de poli(L-acido latico)PLLA e poli(dxido de etileno)PEQ, onde o objetivo foi alterar a
velocidade de degradacdo do PLLA. Neste trabalho, as blendas de PLLA/PEO tornaram-se

porosas quando submetidas a ensaios de degradagio in vitro. Esta formacgdo de poros ocorreu
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devido a dissolugéo da fracio PEO que ocorre em meio liquido. A dissolugdo ocorreu em solugio
tampéo fosfato pH 7,4 a 37°C simulando os liquidos tissulares de organismos vivos.

A morfologia porosa ¢ desejavel em muitas aplicacbes biomédicas. Em alguns casos, 2
matriz polimérica deve apresentar uma estrutura de poros uniforme e interconectada de modo a
permitir um crescimento celular homogeneamente distribuido no dispositivo, de tal forma a
promover a formac3o de uma rede organizada. Em estudos in vivo, BARROS, P P. et al (1999),
demonstraram em implantes subcutineos de blendas de PLLA/PEQO, a presenca de células e
fibras colagenas nos poros produzidos pela dissolugio do PEO.

Tendo visto que as blendas poliméricas biodegradaveis podem auxiliar no tratamento de
fraturas 6sseas, o presente trabaltho tem como objetivo estudar a resposta tecidual Ossea frente a
implantes constituidos de poli (L-acido latico)PLLA e implantes constituidos de poli{lL-acido

latico)PLLA/poli(6xido de etileno)PEO na composicio de 50:50 em tibias de ratos.
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II - MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental utilizado neste trabalho estd de acordo com os padrdes da
American Society for Testing and Materials (ASTM F-981-93), e com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio Ammal (CEEA) IB-UNICAMP
sob protocolo numero 097-02.

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados 40 ratos albinos (Rattus norvegicus),

machos, da linhagem Wistar com quatro semanas de idade.

111 — Preparagdo dos Corpos de Prova

Os materiais poliméricos utilizados neste trabalho foram o poli(L-acido latico)PLLA, da
marca Medisorb com massa molar de 300.000 gr/mol, poli(éxido de etileno)PEQ, da marca
Aldrich, com massa molar de 200.000 gr/mol e poli(cloreto de vinila)PVC, da marca Aldrich.

Para a preparagdo dos corpos de prova, sob forma de bastdes, foi utilizada uma mini
injetora Mini Max Molder modelo LMM-2017. Bastdes de PLLA e PLLA/PEO na composigio
50/50 em massa foram preparados por fusdo dos polimeros a 190°C utilizando um molde com
dimensdes internas de 2,0 mm de didgmetro e 9,3 cm de comprimento, sendo a temperatura do
molde de 120°C. Apods a estabilizagdo da temperatura, os polimeros foram misturados e
aquecidos durante 1 minuto e cisalhados durante 2 minutos, seguida da injecio no molde. O
molde foi resfriado durante 20 minutos a temperatura ambiente. Os bastdes de 93 cm de
comprimento foram posteriormente cortados em bastSes menores de 2 mm de comprimento
(Fig.1-AeB).

Bastdes de PVC foram obtidos dissolvendo-se o polimero em tetrahidrofurano (THF),

obtendo-se uma solucdo 15% massa/volume. Apés a dissolugdo, a solugio foi transferida para
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uma placa de petri e um filme foi obtido por evaporagio do solvente durante 15 horas.
Posteriormente o filme foi cortado sob forma de bastdes, com o auxilioc de um vazador no
didmetro de 2 mm (Fig. 1-C).

Os procedimentos quimicos envolvende a preparagio das amostras de polimercs foram
realizados em colaboragio com a Prof. Dr. Eliana A, de Rezende Duek, pesquisadora do
Departamento Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenhbaria Mecinica da Unicamp -

Campinas.

Figura 1- Corpos de prova utilizados no experimento: a- bastio da blenda de poli(l.-acido
latico)PLLA/poli(dxido de etileno)PEO 50:50; b- bastdo de poli{L-acido latico)PLLA e ¢- bastdo

de poli(cloreto de vinila)PVC.

RN E TR
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I1.2 — Procedimentos Cirargicos

Depois de pesados, os animais foram submetidos & anestesia geral com uma solugio 1:1
de Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) + Ketamina (Francotar), administrada por via
intramuscular na dose de 1,5 mL/kg de peso corporal. Depois de convenientemente anestesiados
os animais foram colocados em placa de contengdio na posicio deciibito dorsal.

Tendo a regido medial das patas traseiras tricotomizadas, foi realizada a assepsia local.
Uma incis@o longitudinal na pele de aproximadamente 1(um) cm foi realizada ao longo da borda
anterior da tibia. Com o auxilio do bisturi, o tecido muscular foi seccionado e afastado até a
exposi¢io do periosteo. Exposto o peridsteo, este foi rebatido até a exposiclio do tecido Gsseo
(Fig.2 ~ A).

Com 0 uso de um mini motor de baixa rotacio Bethil e uma broca Carbide de 3 mm de
diametro, fo1 produzida uma cavidade no tergo superior da tibia. A falha foi produzida na camada
cortical atingindo o canal medular, de modo a permitir a introdugfio do corpo de prova na forma
de pino nas dimensGes de 2 mm de didmetro por 2 mm de comprimento. Este procedimento foi
realizado nas duas patas de todos os animais (Fig.2-B). Durante este procedimento, a area foi
continuamente irrigada com solugio fisiologica para evitar o aquecimento local.

Os animais foram divididos em trés grupos, da seguinte maneira:

GRUPO I - Animais implantados com a blenda PLLA/PEO 50:50

20 animais receberam na tibia esquerda a blenda de poli(L-acido latico)PLLA/poli(éxido

de etileno)PEQO.
GRUPO II - Animais implantados com o PLLA
20 animais receberam na tibia esquerda o poli(L-acido latico)PLLA.

Os animais dos dois grupos (PLLA/PEO e PLLA) receberam nas tibias direitas o

poli(cloreto de vinila)PVC, utilizado como controle.
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Imediatamente apos a preparacéo das cavidades e colocac@io dos corpos de prova (Fig.2—
C), o periosteo foi reposicionado e o tecido muscular suturado com agulha e fio 4-0 Ethicon. Em
seguida foi suturada a pele e aplicado em sua superficie solugio anti-séptica. Durante o periodo
de 24 horas pos-cirurgicas os animais receberam analgésico dipirona diluido em agua na dose de
2,5 mL/L.

Os animais permaneceram alojados em gaiolas com trés animais cada, em biotério com
luz e ventilagdo controladas, com fornecimento de ragdo sélida Nuvilab CR-1 marca Nuvital e
dgua sem restrigao.

Finalizado os periodos de 2, 4, 8 ¢ 16 semanas pos-cirlirgicas, os animais foram
sacrificados por aprofundamento de anestesia com soiuc;éo de Hidrato de Cloral 10% na dose de
400 mg/kg. Em seguida as tibias foram dissecadas ¢ o segmento de cada uma delas contendo o

material implantado foi removido com auxilio de um disco de carburundum.
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Figura 2

Fig. A — Animal com regifo medial da pata esquerda tricotomizada, mostrando incisio na pele e

musculo com exposicio do osso (seta).

Fig. B — Preparagio da cavidade no terco superior da tibia com mini-motor e broca acoplada, para

colocagio do implante.

Fig. C — Animal durante coloca¢io do corpo de prova (seta) na cavidade produzida na tibia
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I1.3 - Microscopia de Luz

Apdés a remocdo, as amostras contendo os implantes foram imediatamente fixadas em
solugio de formalina a 10% em solugio tampdo fosfato 0,1 M pH 7,3, a temperatura ambiente
pelo periodo de 48 horas, e logo em seguida imersas em solugdo EDTA para a descalcificaggo.
Os materiais foram desidratados em gradiente de alcool, diafanizados em xilol ¢ embebidos em
parafina liquida a 60° para confecgio dos blocos para microtomia. Foram obtidos cortes

transversais das tibias com 6um de espessura e em seguida corados com Hematoxilina-Eosina.

I1.4 — Morfometria em Microscopia de Luz

Para estudo morfométrico foram utilizados 5 (cinco) animais de cada grupo
(PLLA,PLLA/PEO e PVC).

Para quantificagio do volume (%) de osso neoformado ao redor dos implantes, foram
realizadas mensuragdes através de uma ocular de 10X contendo reticulo de integragio
quadrilatero com 100 pontos acoplado ao microscopio de marca Carl Zeiss e objetiva 10X
(MANDARIM-DE-LACERDA, C.A 1999). Com esse reticulo foram observados e contados os
pontos localizados sobre o osso neoformado presente ao redor do implante. A fragio de volume
de osso neoformado foi calculada de acordo com Principio de Delesse, utilizando a seguinte

formula:

Vv=p/P)
Onde: Vv = densidade de volume ou fragdo de volume (%)

p = numero de pontos do reticulo presente sobre osso neoformado.

P = nimero total de pontos do reticulo.
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As contagens foram realizadas através da varredura de toda a superficie do implante.
Foram levadas em consideragio as camadas de osso formadas na base do implante, em suas
laterais € na extremidade voltada para a falha realizada na cortical.

A diferenciagdo do osso neoformado com osso pré-existente, principalmente proximo &
regido da cortical, foi feita de acordo com o aspecto do osso neoformado que adquire padrdo
aleatorio de organizacdo das fibras colagenas, além da diferenca da morfologia dos ostedcitos
entre osso neoformado e maduro. A partir disso, iniciou-se as contagens com a colocagdo do
reticulo sobre uma das extremidades da falha na cortical contando as intersec¢des presentes sobre
osso neoformado. Como este procedimento era repetido ao longo de toda a superficie do

implante, uma quantidade diferente de campos (100 pontos) poderia ser utilizado em cada corte

(Fig.8).
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Figura 8

Fig. A — Modelo da utilizagdo do reticulo quadrilatero de 100 pontos. Nesta figura o reticulo esta
esquematicamente colocado sobre um corte corado com o método HE e visualizado em

microscopia de luz convencional. A 4rea marcada com circulo é um exemplo de intersecgdo

presente sobre osso neoformado.
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IL 5 — Andlises Estatisticas

O estudo estatistico foi realizado para duas variaveis, sendo elas o tipo de material

implantado (PLLA, PLLA/PEO e PVC) e o tempo de exposicio do material no tecido 6sseo (2,4,
8, € 16 semanas). Para isso foi realizada a técnica de analise de variincia ndo paramétrica,
complementada com os respectivos testes de comparagdes multiplas (STREINER, DL. et al

1994). As anlises dos testes estatisticos foram realizadas no nivel de 5% de significancia.
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IIT - RESULTADOS
IIT 1 — Analise Morfologica
HI1.1.1 - Animais implantados com a blenda PLILA/ PEO

Apods duas semanas, em todos os animais a regiio lesada na cortical produzida para a
colocagdo do implante estava preenchida por tecido conjuntivo, células indiferenciadas e
componentes do infiltrado inflamatério. Em dois animais houve a formagdo de pequenas areas de
tecido Osseo neste local,

O implante ocupou a falha produzida na cortical € quase a totalidade do didmetro do canal
medular. Houve a formagio de uma camada éssea ao redor do implante envolvendo-o ac longo
de sua superficie e extremidade voltada para o canal medular. Nio houve formacdo Ossea na
extremidade do implante voltada para a regido da falha (Fig.1-A).

O osso formado ao redor do implante apresentava desorganizacao das fibras colagenas da
matriz € 0s osteocitos nela presentes apresentavam forma arredondada, indicando ser esse osso
Primario.

A camada Ossea existente ao redor do implante era continua com as trabeéculas existentes
no interior do canal medular e com a cortical da tibia na regido da falha ossea. Esta camada
manteve uma espessura uniforme ao longo da superficie do implante, exceto nas regides onde se
uniu com a cortical, onde era mais espessa.

Em certas areas ao longo desta camada havia espacos ocupados por células da medula
Ossea mantendo contato direto com o implante. Osteoblastos ativos puderam ser observados ao

redor do osso neoformado. Na interface osso/implante houve a formag3o de delgada camada de

células semelhantes a fibroblastos (Fig.2-A).
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Em todos os animais houve a formacio de fendas no interior do implante que estavam
preenchidas por células fusiformes indiferenciadas e osteoblastos. Em dois animais, além destas
células, foi observado tecido Osseo primario preenchendo estas fendas (Fig.1-A).

O periosteo em regeneracdio, presente sobre a cortical lesada era espesso e apresentava
suas duas camadas, fibrosa e celular, ndo bem definidas. Nas outras areas da cortical opostas a
falha, o penosteo era delgado sem sinais de proliferacdo e com as camadas fibrosa e celular
evidentes.

Quatro semanas apds o implante, ainda era possivel observar o local da lesdo na cortical
preenchido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e componentes do infiltrado inflamatdrio.
Em quatro animais houve a formagdo de tecido dsseo neste local (Fig.1-B).

Houve diminuigio das proporgdes do implante em relago ao periodo anterior, entretanto,
ele continuou ocupando quase todo o didmetro do canal medular. A camada 6ssea formada ao seu
redor estava presente ao longo de sua superficie e em contato com ¢ 0sso neoformado na regido
da falha na cortical (Fig.1-B). O osso formado apresentou contato também com as trabéculas do
canal medular. Foram observados osteoblastos em contato com esta camada (Fig.2-B).

A camada 6ssea ao redor do implante era mais espessa quando comparado aos animais de
duas semanas. Em todos os animais, um espessamento maior foi observado proximo a cortical na
regifio da lesdo.

Havia ao longo da superficie do implante, espagos formados na camada 6ssea preenchidos
por células fusiformes. Uma delgada camada destas células foi observada na interface
osso/implante.

Em todos os animais houve a forma¢do de fendas no interior do implante. Estas fendas

estavam ocupadas por osso primario, células indiferenciadas, osteoblastos e vasos sanguineos.
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O peritsteo presente sobre a cortical lesada era espesso em relacdo a outros locais
distantes a falha, apresentando duas camadas.

Apbs oito semanas, a lesio produzida na cortical era dificil de ser localizada por estar
totalmente preenchida por tecido dsseo. Em todos os casos houve diminuicio das proporgdes do
material implantado em relagdo aos outros periodos, porém, o implante ainda estava envolvido
pela camada Ossea ao longo de toda sua superficie e ocupando parte do canal medular (Fig.1-C).

A camada presente ao redor do implante era mais espessa quando comparada aos outros
periodos, apresentando regides de osso primario e de osso secundario, onde os feixes de fibras
colagenas da matriz estavam mais organizados e 0s ostedcitos achatados. Esta camada manteve
menor contato com as trabéculas presentes no interior do canal medular, em relacio aos outros
periodos. Manteve contato também com a cortical nos locais préximos a regido da falha 6ssea.
Regides de ossificagio endocondral foram encontradas na regido da falha na cortical.

Foi observada maior quantidade de fendas presentes no interior do implante preenchidas
com tecido 6sseo, em todos os animais. Além de osso, células fusiformes, osteoblastos e vasos
sanguineos estavam presentes no interior das fendas (Fig.2-C).

O penosteo existente sobre a lesdo na cortical era delgado em relag8o aos outros periodos,
sendo possivel observar as duas camadas. Nas regides opostas, o periésteo manteve-se inalterado.

Dezesseis semanas apés o implante, o local da lesio na cortical estava totalmente
preenchido por osso, sendo dificil de ser localizado. Areas de ossificaciio endocondral foram
observadas nesta regidio. Houve pouca diferenca nas propor¢des do implante em relagio aos
anirais de oito semanas.

O implante além de estar ocupando parte do canal medular, estava envolvido pela camada

Ossea ao longo de toda sua superficie. Esta formacio ossea apresentou aspecto secundario.
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A camada Ossea ao redor do implante apresentou continuidade com as trabéculas
presentes no interior do canal medular € com a cortical da tibia na regido da lesdo.

Em dois animais, maior guantidades de fendas estavam preenchidas por tecido 6sseo no
interior do implante, em relagdo aos periodos anteriores. Além de osso, havia nas fendas células
fusiformes ¢ vasos sanguineos (Fig.2-D). Em trés animais, ndo foram observadas fendas ou
células no interior do implante.

O periosteo presente sobre a cortical na regifio da lesdo era delgado em relagio aos outros

periodos, sendo possivel observar suas duas camadas em todos os animais. Nas areas opostas ao

local da lesfo, o peridsteo manteve-se inalterado.
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Figura 1

Fig.A - Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 2 semanas pos-
cirargicas. Podemos observar a presenca do implante (I) ocupando parte do didmetro do canal
medular e envolvido por uma camada de tecido Osseo neoformado (setas). Observar a presenca de
fendas no interior do implante. Medula 6ssea (mo); camada cortical (cc) 23X HE.

Fig.B — Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 4 semanas pos-
cirurgicas. Observar o implante (I) no interior do canal medular envolvido por tecido 6sseo (seta).

Observar o local da falha Ossea na cortical preenchido por tecido dsseo (*). Medula dssea (mo);
camada cortical (c¢) 23X HE.

Fig.C — Corte transversal da tibia do rato implantada com a blenda PLLA/PEO 8 semanas pds-
cirirgica. Observar o implante (I) no interior do canal medular envolvido por tecido osseo e
unido a4 camada cortical (setas). Medula 6ssea (mo); camada cortical (cc) 23X HE.

Fig.D - Corte longitudinal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEQ 16 semanas pos-
cirurgicas. Podemos observar o implante (1) ocupando parte do canal medular e envolvido por
tecido Osseo (setas). Observar tecido Gssec no interior das fendas formadas no implante (*).
Medula 0ssea (mo); camada cortical {cc) 23X HE.
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Figura 2

Fig.A — Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 2 semanas pos-
cirirgicas. Observar tecido conjuntivo no local da falha dssea (¥) e células fusiformes (seta) na
interface osso neoformado (on) e implante (I). Tecido muscular (TM) 113X HE.

Fig.B — Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 4 semanas pds-
cirirgicas. Observar osso neoformado (on) em contato com o implante (I) em contato com as
células da medula 6ssea (mo). Notar a presenca de osteoblastos ativos na periferia deste 0sso
(seta) 113X HE.

Fig.C — Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 8 semanas pos-
implante. Observar tecido 6sseo (to) no interior do implante além de células e vasos sanguineos
(setas). Medula 6ssea (mo); camada cortical (cc) 113X HE.

Fig.D — Corte transversal da tibia do rato implantado com a blenda PLLA/PEO 16 semanas pOs-

cirargicas. Notar a presenca de tecido 6sseo (to), vasos sanguineos (vs) e células (setas) no
interior do implante (I) 113X HE.
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H11.2 - Animais implantados com o PLLA

Apos duas semanas, em todos os animais, o Jocal da falha dssea na cortical produzida para
a colocagdo do implante, estava preenchido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
componentes do infiltrado inflamatorio. Em trés animais, houve formagio de osso priméario nesta
regifio.

O implante preencheu a falha na cortical e quase todo o didmetro do canal medular, em
todos os animais. Houve formagio de uma camada de tecido 6sseo primario envolvendo o
implante ao longo de suas superficies laterais e extremidade voltada para o canal medular (Fig.3-
A).

A camada dssea presente ao redor do implante apresentou continuidade com as trabéculas
presentes no interior do canal medular e com a camada cortical, proximo a regiio da falha. A
espessura desta camada era uniforme ao longo da superficie do implante, entretanto, um
espessamento era observado nos locais onde se unia com a camada cortical, proximo a lesdo.

Em certos locais ao longo da camada ossea havia regides de descontinuidade, onde os
espacos formados estavam sendo ocupados por células fusiformes, células da medula Gssea e
osteoblastos. Na interface osso/implante observou-se delgada camada de células fusiformes, em
todos os animais (Fig.4-A). Nio houve formacio de fendas no interior do material implantado,
0 que ndo permitiu a migracao de células ou crescimento de tecido 6sseo em seu interior.

O periosteo presente na superficie da cortical, na regiio da lesio era espesso,
apresentando duas camadas distintas. Nas &reas opostas a falha, o periésteo manteve-se
inalterado, sem prolifera¢io celular.

Apds quatro semanas, a leséo na cortical estava parcialmente preenchida por tecido 6sseo,
além de tecido comjuntivo, osteoblastos, vasos sanguineos e componentes do infiltrado

inflamatorio, em todos os animais.
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Nestes animais, o implante ocupava a falha produzida na cortical e canal medular
adjacente. Uma camada de tecido 6sseo primario estava presente ao redor do implante ao longo
de sua superficie e extremidade voltada para ¢ canal medular (Fig.3-B). Em algumas regides
deste osso neoformado foram observadas areas de osso secundario.

A formagio Ossea presente ao redor do implante era continua com as trabéculas do canal
medular e com a cortical proximo ao local da falha. A espessura desta camada Ossea era uniforme
ao longo da superficie do implante, se espessando somente nas regides de contato com a cortical.

Esta camada Ossea era descontinua em certos locais ¢ os espacos nela criados estavam
preenchidos por células fusiformes, osteoblastos e células da medula Ossea. Na interface osso
neoformado/implante fol observada delgada camada destas células, em todos os animais (Fig4-
B).

Nao houve formagio de fendas no interior do implante, ndo permitindo a migragio de
células ou formagdo de osso em seu interior. O peridsteo da regifio da lesdo na cortical era menos
espesso em relagdo aos animais de duas semanas, com duas camadas distintas. Nas areas da
cortical opostas a lesdo o peridsteo era delgado.

Apos oito semanas, a regido da falha na cortical estava preenchida por tecido Osseo
secundario e tecido conjuntivo com fibras organizadas, em todos os animais. Areas de ossificagio
endocondral foram observadas nessa regido.

Nestes animais, o implante ocupava a area lesada na cortical e o interior do canal medular.
Uma camada de osso secundario formada ao redor do implante estava presente ao longo de sua
superficie, em suas laterais e em sua extremidade voltada para o canal medular. Esta camada
apresentou regides de contato com a cortical e com as trabéculas do canal medular (Fig.3-C).

A camada Ossea formada ao redor do implante mostrou-se mais espessa e mais uniforme

em relagdo aos outros periodos. Em alguns locais desta camada, havia espagos preenchidos por
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células fusiformes. Uma delgada camada destas células foi observada na interface osso
neoformado/implante, em todos os animais. Houve a formacdo de fendas no interior do implante,
somente em um animal (Fig.4-C).

O periésteo da regifio da lesdo na cortical era espesso, com duas camadas distintas. Nas
areas opostas a lesdo, o periéstec manteve-se inalterado.

Dezesseis semanas apos o implante, a falha na cortical estava preenchida por tecido ésseo
secundario, vasos sanguineos e pouca quantidade de componentes do infiltrado inflamatério em
relaclo aos outros periodos, em todos os casos. Uma camada de tecido dsseo secundario estava
presente ao redor do implante, em suas laterais e extremidade voltada para o canal medular
(Fig.3-D). Presenga de areas de ossificacio endocondral em algumas regides proximas a lesdo da
cortical.

Em dois animais, a camada Ossea formada ao redor do implante era continua com a
cortical. Em trés animais, 2 camada toda se uniu com o osso compacto da cortical, podendo ser
identificada pela existéncia da linha cimentante.

O osso formado ao longo da superficie do implante apresentou descontinuidade em certos
locais, sendo os espacos formados ocupados por células fusiformes. Na interface osso/implante
estas celulas formaram uma delgada camada.

Em dois animais foram observadas células ocupando uma tnica e delgada fenda existente
no implante. Em um destes animais foram observados osteoblastos e matriz 6ssea no interior do
material (Fig.4-D). Os outros trés animais nio apresentaram formacio de fendas nos materiais. O
periosteo na regido da falha apresentou-se espesso e com duas camadas distintas. Na superficie da

cortical oposta a falha, o periésteo era delgado sem sinais de proliferacio.
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Figura 3

Fig. A — Corte transversal da tibia do rato implantada com o PLLA 2 semanas pos-cirurgicas.
Observar o implante (I) ocupando grande parte do didmetro do canal medular e envolvido por

tecido 0sseo neoformado (setas). Presenca de osso no local da falha na cortical (¥). Medula 6ssez
(mo); camada cortical {cc) 23X HE.

Fig, B- Corte transversal da tibia de rato implantado com o PLLA 4 semanas pds-cirtrgicas.
Observar o implante (I) ocupando o interior do canal medular e envolvido por tecido 6sseo

(setas). Notar regido da falha na cortical preenchida por tecido 6sseo (*).Medula Ossea (mo);
camada cortical (cc) 23X HE.

Fig. C ~ Corte transversal da tibia do rato implantado com o PLLA 8 semanas pos-ciriirgicas.
Presenga do implante (I) ocupando parte do canal medular e envolvido pela camada de tecido
Osseo (setas). Medula 6ssea (mo), camada cortical (cc) 23X HE.

Fig. D ~ Corte transversal da tibia do rato implantada com o PLLA 16 semanas pos-cirirgicas.
Observar o implante (I) no interior do canal medular envolvido pela camada de tecido dsseo

(setas). Notar no interior do implante a presenca de uma fenda (*). Medula 6ssea (mo); camada
cortical {cc) 23X HE.
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Figura 4

Fig.A — Corte transversal da tibia do rato implantado com o PLLA 2 semanas pos-cirrgicas.
Notar o implante (I) em contato com osso neoformado (on) e interposto por células fusiformes

(setas). Observar a presenca de vasos sanguineos (*) entre as trabéculas de osso neoformado
113X HE.

Fig.B — Corte transversal da tibia do rato implantado com o PLLA 4 semanas pOs-cirirgicas.
Observar camada de tecido 6sseo ao redor do implante (I) interposta por células fusiformes (cf)
113X HE.

Fig.C — Corte transversal da tibia do rato implantado com o PLLA 8 semanas pos-cirirgicas.
Notar camada de tecido 6sseo organizado (*) envolvendo o implante (I) e em contato com células

da medula 6ssea (mo). Presenga de uma fenda preenchida por células no interior do material
implantado (seta) 113X HE.

Fig. D — Corte transversal da tibia do rato implantado com o PLLA 16 semanas pos-cirurgicas.
Observar camada de tecido 6sseo (to) ao redor do implante (I). Notar a presenga de uma fenda no

interior do implante ocupada por células e capilares sanguineos (setas). Medula 6ssea (mo) 113X
HE.
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11 1.3 - Animais implantados com o PVC

Duas semanas apos o implante, houve areas de formagdo de tecido désseo primério na
lesdio produzida na cortical. Além de osso, esta regifio estava preenchida também por tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e componentes do infiltrado inflamatorio, em todos os animais
(Fig.6-A). O implante ocupava a area lesada na cortical e quase a totalidade do canal medular
adjacente. Envolvendo o implante, houve a formagio de uma camada de tecido ésseo primario.
Esta camada estava disposta ao longo da sua superficie e extremidade voltada para o canal
medular (Fig.5-A).

A camada Ossea presente ao redor do implante manteve contato com as trabéculas
presentes no interior do canal medular e com a camada cortical na regiio da falha dssea. O osso
formado ao redor do implante ndo apresentou espessura uniforme em todos os animais. Nas
regifes onde esta formagido éssea se uniu ao osso da cortical, proximo a regifio da falha, foi
observado um espessamento maior.

A camada de osso formado ao longo do implante apresentou ainda, locais de
descontinuidade onde os espagos criados estavam preenchidos por células fusiformes e células da
medula ossea. Na interface osso neoformado/implante, estas células formaram uma delgada
camada, em todos os animais (Fig.6-A). Ndo houve formagio de fendas no implante, o que nio
permitiu a migragdo de células para o seu interior. Em um animal somente, uma ruptura existente
em uma das extremidades do material permitiu o deslocamento de células e tecido 6sseo primario
para o seu interior. O periésteo da superficie da cortical lesada era espesso, com suas duas
camadas distintas. Nas areas opostas a regido da falha, o periosteo era delgado, sem sinais de
proliferago celular.

Apbs quatro semanas, a regifio da cortical onde foi produzida a falha estava preenchida

por tecido Osseo primario, além de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e componentes do
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infiltrado inflamatério. Este dltimo mostrou-se menos intenso quando comparado aos animais de
duas semanas.

Ao redor do implante, houve a formagio de uma camada de tecido dsseo primario, em
todos os animais. Esta formagio Ossea estava presente ao longo da superficie do implante, em
suas laterais ¢ extremidade voltada para o canal medular. Nio houve formacio de fendas no
material implantado (Fig.5-B).

A formagdio Ossea presente ao redor do implante era continua com as trabéculas do canal
medular e com a camada cortical, na regifio da falha. A espessura desta formagdo dssea nio era
uniforme ao longo da superficie do implante, havendo a presenca de espacos que estavam
ocupados por células fusiformes e células da medula 6ssea. Na interface osso/implante estas
células formavam uma delgada camada (Fig 6-B).

O perniosteo presente na superficie da cortical lesada era menos espesso em relacdo ao
periodo anterior, porém, com duas camadas distintas. Nas superficies opostas a regifio da lesdo, o
peridsteo era delgado.

Oito semanas apés a realizagio do implante, a regifio lesada da cortical estava preenchida
por tecido 0sseo secundario e areas de ossificagio endocondral. Além de osso, esta regido estava
preenchida por tecido conjuntivo com fibras mais organizadas em relagdo aos outros periodos;
vasos sanguineos e células do infiltrado inflamatorio. O implante estava envolvido por uma
camada de tecido Osseo primario e secundario.

Houve contato desta camada GOssea com as trabéculas existentes no interior do canal
medular, e com a camada cortical em vérias regides. A espessura desta camada ndo era uniforme

ao longo de toda a superficie do implante, havendo, portanto um espessamento maior nos locais

de contato com a cortical (Fig.5-C).
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A camada éssea formada ao redor do implante apresentou descontinuidade em certos
pontos. Os espagos formados estavam ocupados por células fusiformes e células da medula 6ssea.
Na interface osso neoformado/implante estas células formavam uma delgada camada, em todos
os animais. Ndo houve formagao de fendas no material (Fig. 6-C). O peridésteo  presente na
superficie da cortical lesada era mais delgado quando comparado aos animais de outros periodos,
porém, suas duas camadas puderam ser observadas. Nas outras areas da cortical, opostas a les3o,
0 peridsteo estava delgado.

Apos dezesseis semanas a regido da cortical onde foi produzida a lesio estava preenchida
por tecido 0sseo secundério, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e componentes do infiltrado
inflamatério. Areas de ossificagio endocondral ainda podiam ser observadas nesta regido.

O implante ocupava quase a totalidade do didmetro do canal medular. Ao seu redor houve
a formac¢@o de uma camada de tecido 6sseo secundério envolvendo-o ao longo de sua superficie,
em suas laterais ¢ extremidade voltada para o canal medular (Fig.5-D).

A camada presente ao redor do implante era continua com a cortical da tibia em vérias
regides além do local da falha, e com as trabéculas presentes no canal medular. Em trés animais
esta camada se uniu com o osso compacto de toda a cortical, podendo ser distinguida devido a
presenga da hnha cimentante.

A camada de osso presente ao redor do implante apresentou ainda, descontinuidade em
certos locais, estando estes espagos formados ocupados por células da medula éssea e células
fusiformes. Na interface osso neoformado/implante estas células formaram uma fina camada, em
todos os animais. Ndo houve formagio de fendas e migrago de células ou tecido dsseo para o
interior do implante (Fig.6-D). O periosteo presente na superficie da cortical, préximo ao local da

lesdo era menos espesso quando comparado aos outros periodos, sendo possivel observar suas
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duas camadas. Nas 4reas opostas a lesdo, o peridsteo era delgado sem sinais de proliferagio

celular.
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Figura §

Fig. A — Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 2 semanas pos-cirargicas.
Observar o implante (I) ocupando parte do canal medular (cm). Notar regido da falha 6ssea na
cortical preenchida por tecido conjuntivo (*). Camada cortical (cc) 23X HE.

Fig. B ~ Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 4 semanas pos-cirargicas. Notar

o implante (I) no interior do canal medular envolvido por tecido Gsseo (setas). Medula dssea
(mo); camada cortical {cc) 23X HE.

Fig. C - Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 8 semanas pés-ciriirgicas. Notar

o implante (I) envolvido pela camada 6ssea (seta). Medula dssea (mo); camada cortical (cc) 23X
HE.

Fig. D — Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 16 semanas
pos-cirurgicas. Notar que o implante (1) ocupou quase a totalidade do didmetro do canal medular.

Observar a camada dssea presente ao redor do implante unida com a camada cortical em algumas
regides (setas) 23X HE.
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Fig. A — Corte transversal da tibia do rato implantada com PVC 2 semanas pos-cirirgicas. Notar
no local da falha na cortical a presenga de tecido conjuntivo (*) e tecido 6sseo neoformado (to)
em contato com o implante (I) 113X HE.

Fig.B — Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 4 semanas pos-cirurgicas.
Presenca de tecido 0sseo (to) em contato com o implante (I), além de células da medula 6ssea
(mo) 113X HE.

Fig. C — Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 8 semanas pds-cirtrgicas. Notar
nesta figura, parte da camada de tecido dsseo (*) formada ao redor do implante (I) interposta por
camada de células (setas). Medula 6ssea (mo) 113X HE.

Fig. D — Corte transversal da tibia do rato implantado com PVC 16 semanas pés-cirirgicas.
Notar tecido 0sseo (to) organizado ao redor do implante (I). Adjacente a camada cortical notamos
a presenca de tecido conjuntivo (tc) rico em capilares sanguineos (cs) 113X HE.
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1. 2-Andlise Quantitativa

A tabela 1 sumariza as médias dos valores encontrados para o volume de osso
neoformado junto aos implantes da blenda PLLA/PEO, PLLA e PVC. Desta maneira,
observamos que os volumes de osso neoformado nos animais implantados com a blenda
PLLA/PEO sacrificados com 24,8 ¢ 16 semanas foram 9,11%, 9,91%, 19,40% e 20%,
respectivamente. Nos animais implantados com o PLLA os valores encontrados foram de 7,38%,
10,03%, 13,88% e 13,20%, respectivamente aos periodos experimentais de 2.4,8 e 16 semanas
pos-implante. Nos animais implantados com o PVC, os valores encontrados foram de
10,93%,5,55%,12,05% e 15,55%, referentes aos mesmos periodos dos grupos anteriores.

Com relagio aos animais implantados com a blenda PLLA/PEQ os valores encontrados 2
e 4 semanas pods-implante ndo tiveram diferencas significativas entre si. Entretanto com 8
semanas 0 aumento de volume Osseo encontrado foi significante quando comparado a 2 e 4
semanas. Quando comparado ao valor encontrado nos animais sacrificados com 16 semanas, o
volume de osso formado na 8 semana foi equivalente. O grafico 1 demonstrou aumento
constante no volume 6sseo neoformado junto & blenda PLLA/PEQ, onde se pdde notar o aumento
do volume da quarta a oitava semana.

Nos animais implantados com PLLA ocorreu constante aumento do volume dsseo durante
os periodos experimentais. Os valores encontrados na 2* e 4° semana foram equivalentes,
ocorrendo diferenga significativa apenas a partir da 8° semana. Os valores encontrados 16
semanas pos-implante sdo equivalentes aos encontrados na 8% semana,

Nos implantes de PVC, os valores encontrados para volume de osso neoformado sofreram
pequenas variagdes no decorrer dos periodos experimentais. De acordo com o grafico 1, de2 4 4

semanas ocorreu aparente decréscimo do volume, no entanto, os valores foram estatisticamente
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equivalentes entre si. O volume voltou a aumentar a partir da 8* semana péOs-implante, se
mantendo até a 16® semana. Os valores de volume dsseo encontrado na 8* e 16° semanas foram
parcialmente equivalentes entre si (tabela 1).

Quando comparamos os diferentes materiais em cada periodo experimental, observamos
que, apds 2 e 4 semanas os valores de osso neoformado foram equivalentes para PLLA/PEQ,
PLLA e PVC. Ja apés 8 e 16 semanas ocorreu aumento significativo do volume de osso

neoformado junto a blenda PLLA/PEO em rela¢fio ao PLLA e PVC ( tabela 1).
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Tabela 1 — Mediana, semiamplitude interqualitativa e valores minimo e maximo da porcentagem de osso formado ¢

respectivo resultado do teste estatistico da comparagfio dos materiais ¢ tempo de exposigio.

Periodos Experimentais(semanas) Resultado
Material 2 4 8 16 Teste Estatistico
PLLAPEG 9,112 36aA  9,91+1,793A 19,40+4 88bB  20,00+3,23bB

(7,00;12,11)  (7.25,1082)  (16,8426,59)  (12,76:23,22)

PLLA 738+2,19aA  10,03+1,94aA  13,8843,50aB 13,20+1.45aB
(5.38:9,76) (6,3610,24) (12,41;19.41)  (10,89:13,78)

PVC 10,93+1,36 aA  5,55+2,91aA  12,0543,33aBC  15,55:2,63aC
(10,06;12,78)  (4.60;10,41) (8,22:1487)  (13.63;18,88)

12,33 (P<0,01)

13,23 (P<0,01)

11,30 (P<0.01)

Resultado do
Teste Estatistico 4,22 (P>0,05) 1,38 (P>0,05) 7.22 (P<0,05) 3,99 (P<0,05)

Obs: As letras maiusculas indicam a comparacgfo de cada material, nos diferentes periodos experimentais; as letras
minusculas indicam a comparacio entre os diferentes materiais tendo fixadoe os periodos experimentais.

mediana + semiamplitiide
{v. minimo; v. maximo)

Grifico 1 — Volume (%) de osso neoformado ao redor dos implantes de PLLA/PEQ, PLLA ¢ PVC.
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IV - DISCUSSAO

A neoformagdo oOssea ao redor de implantes Osseos tem sido alvo de interesse de
pesquisadores que realizam testes de biocompatibilidade de materiais. Em varios trabalhos, os
autores avaharam esta camada levando em considera¢io aspectos relacionados a sua origem,
maturagdo, contato com o implante e existéncia de tecido mole em sua interface com o implante
(NORDSTROM,P.et al 1988,0HASHIH.et al 2000). MAINIL-VARLET.P. et al (1997) e
NORDSTROM,P. et al (1998) encontraram neoformaciio Ossea junto a implantes Osseos de
poli(L-acido latico)PLLA, poli(L/D-acido latico)PLDLA, poli(L/DL-4cido latico)PLDLLA e
poli(acido glicolico)PGA em seus experimentos. Segundo os autores, esta formagio € uma
resposta do tecido ap6s a implantagdo, resultado da ativagio de células osteogénicas
desencadeada pela lesdo na cortical e nas trabéculas 6sseas.

Nossos achados histologicos revelaram a formacio de tecido o6sseo envolvendo os
implantes de PLLA, PLLA/PEO e PVC. De acordo com TAKESHITA, F. et al (1997), o osso
formado ao redor de implantes colocados no interior do 0sso, tem sua origem a partir das células
osteogénicas presentes no periosteo e endosteo, estimuladas durante a produgio da falha 6ssea
para a colocagdio do implante. Durante a produciio das cavidades na tibia de nossos animais o
periésteo foi rebatido e, apds a colocagdio dos implantes, reposicionado em seu local original, o
que contribuiu para a ativagdo das células osteogénicas presentes no periosteo. Este mecanismo é
semelhante ao que ocorre na formacdo de calos Gsseos externos e internos, freqiientes no reparo
de fraturas Osseas.

TAKESHITAF. et al (1997) observou em implantes dsseos de titanio (Ti) e de algumas
ligas metalicas (AO-Ti, Ti-6Al-4v,Ni-Ti), que o osso presente ao redor do implante era continuo
com a cortical na regido da falha e com as trabéculas no interor do canal medular. Esta

continuidade entre osso neoformado, cortical e trabéculas também esteve presente em nossos
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achados, podéndo estar relacionada com a origem da camada Ossea formada ao redor do
implante. Assim como ja discutido, o procedimento realizado para a colocagdo do implante
contribuiu para a ativagiio de células osteogénicas do enddsteo e peridsteo. Uma vez ativadas,
estas células invadiram os espagos presentes entre o implante, as trabéculas no interior do canal
medular ¢ a cortical da tibia, produzindo matriz dssea neste local. Este fato explica a continuidade
existente entre a cortical e as trabéculas com o osso neoformado ao redor do implante.

Ao longo dos periodos experimentais, ocorreu maturagiio do osso presente ao redor dos
implantes de PLLA, PLLA/PEO e PVC. Na quarta semana pds-implante foi possivel observar no
0ss0 neoformado, areas com osso secundario. Esta maturacio tornou-se mais evidente na oitava ¢
décima sexta semana pos-implante. Este processo de maturagio foi observado também por
MAINIL-VARLET,P. et al (1997) em pinos colocados em tibias de ovelhas. Neste experimento
os autores observaram que o 0sso presente ao redor do implante estava diferenciado em 0sso
lamelar apés doze semanas de implantag3o. A presenga de 0ss0 jovem e maduro na camada ossea
neoformada ao redor do implante se deve ao processo de remodelagem do o0sso. A remodelagem
Ossea é um fendmeno que ocorre em todos os ossos, sendo continua durante toda a vida em
resposta a estimulos aos quais sZo submetidos normalmente.

Células fusiformes semelhantes a fibroblastos foram encontradas na interface do implante
com o osso neoformado nos animais implantados com PLLA e PVC a partir da segunda semana
pos-implante. Estas células formaram uma camada anica que esteve presente ao longo de todo
periodo experimental, o que inibiu o contato direto do osso com o implante. Uma fina camada de
células fusiformes pa interface osso/implante também foi observada por MAINIL-VARLET,P. et
al (1997) em implantes 6sseos de PLLA e PLDLA. Neste trabatho, uma delgada camada celular
esteve presente apos o periodo de um ano nos implantes de PLLA e, durante o periodo de trés a

seis meses pos-cirurgicos nos implantes de PLDLA. Segundo os autores, variacSes da resposta
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tecidual relacionadas a auséncia ou presenca de tecido fibroso na interface ou espessura desta
camada, podem resultar de diferentes caracteristicas dos implantes. Implantes que apresentam
superficie lisa, por exemplo, tendem a formar camadas fibrosas menos espessas quando
comparadas a implantes que apresentam microporos em sua superficie.

A persisténcia da camada fibrosa nos implantes de PLLA ¢ PVC em nosso trabalho pode
ter ocorrido devido & qualidade de suas superficies. Apesar do PLLA e PVC apresentarem
superficie lisa no inicio dos periodos experimentais, com o decorrer do tempo pode ter ocorrido
degradacdo superficial destes materiais. Esta degradacdo pode ter tornado a superficie do
implante irregular, o que pdde ter contribuido para a formagdo desta camada. Qutro fato que pode
explicar a formag@o da camada esta no procedimento realizado para a colocagio do material no
osso. Como a broca utilizada era de 3,0 mm de didmetro, as cavidades produzidas nas tibias
apresentaram didmetro um pouco maior em relagio aos pinos, que eram de 2,0 mm de didmetro.
Sendo assim, o posicionamento dos pinos pode ter contribuido para esta resposta tecidual
(ANDRADE,J.C.T. 1997).

Nos animais implantados com a blenda PLLA/PEQ, também houve a formacio de uma
unica camada de células interpondo osso neoformado e superficie externa do implante, durante
todos os periodos experimentais, semelhante ao ocorrido nos implantes de PLLA e PVC. Foi
possivel observar também, células indiferenciadas e células semelhantes a fibroblastos no interior
do mmplante junto ao osso ali formado. Estas células dispunham-se aleatoriamente nos €spagos
formados no interior do implante, entretanto, ndo formaram camadas distintas como observado
externamente ao implante. Sendo assim, a presenga destas células indiferenciadas ndo impedia o
contato direto do 0sso com a blenda PLLA/PEO.

Com relagdo a quantidade de osso neoformado junto aos implantes, podemos afirmar que

houve variagbes em relagdo aos diferentes materiais implantados. O volume de osso formado até
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a quarta semana pos-implante foi equivalente nos implantes de PLLA, PLLA/PEO e PVC.
Entretanto, a partir da oitava semana houve um aumento significante do volume Osseo nos
implantes da blenda PLLA/PEO em relacio ao PLLA e ao PVC. Esta diferenca esteve presente
até o término do periodo experimental. As variagdes de volume dsseo ocorridas com os diferentes
materiais podem estar associadas ao tempo de degradagio dos implantes. Os implantes da blenda
de PLLA/PEO degradaram-se em uma velocidade maior em relagio aos implantes de PLLA ¢
PVC. Sendo assim, com a redugio do tamanho dos implantes de PLLA/PEO, o espago antes
ocupado pelo material, foi gradativamente preenchido por osso formado a partir de células
osteogénicas do 0sso pré-existente ao seu redor. Com isso, a camada presente ao redor do
implante da blenda espessou-se, fazendo com que seu volume fosse maior em relagio aos outros
materiais.

A explicagdo para a maior velocidade de degradagio da blenda PLLA/PEO esta na fracio
de PEO presente no implante. O PEO € um polimero que, quando em contato com liquidos
tissulares dissolve-se rapidamente. Entretanto, para que esta dissolugio seja significante a ponto
de proporcionar uma porosidade adequada & blenda, as propor¢des dos polimeros envolvidos em
sua constituicdo tém que ser levadas em consideragio.

A concentracdo da blenda PLLA/PEO 50:50 em nosso trabalho foi adequada para que
ocorresse methor interagio com o tecido 6sseo em relagiio ao PLLA puro. Na literatura, trabalhos
realizados com blendas poliméricas afirmam ser esta concentragio indicada para varas
aplicagbes. Como exemplo, MEIKLEM.C. et al (1994) estudaram blendas de poli(DL-acido
latico)/pohi(acido glicolicoy na composiciio de 50:50 associada a fatores de crescimento 9sseo
(BMP) no reparo de calvana de coethos. Neste trabalho, os autores concluiram que a blenda nesta
concentragdo permitiu o reparo 6sseo ¢ sua forma de degradagfio contribui para a liberagdo da

BMP que também auxiliou no reparo.
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Ao contririo do observado na blenda PLLA/PEO, os implantes de PLLA e PVC por
estarem em sua forma pura, nio formaram espagos suficientes para permitir a formacdo de osso
em seu interior. O PLLA ¢ um polimero que se degrada lentamente, o que niio compromete sua
biocompatibilidade. Este fato foi comprovado por BERGSMA,LE. et al (1995) em implantes de
PLLA em humanos. Os autores aplicaram PLLA na forma de placas e parafusos em seus
pacientes com fraturas de zigomatico, os quais retornaram ao hospital apos 3 a 6 anos queixando-
se¢ de inchago local. Bibpsias destes pacientes demonstraram a existéncia de estruturas
semelhantes a cristais no interior de varias células e fragmentos de PLLA envolvidos por capsula
fibrosa. A partir destes resultados os autores concluiram que caracteristicas estruturais do PLLA,
como a cristalinidade e peso molecular seriam responsaveis por esta resposta tecidual. Além
disso, a presenca do inchago pdde estar relacionada & formacio de cristais e sua longa
permanéncia no local implantado.

Estudando a biocompatibilidade de implantes de PLLA e PGA (poli 4cido glicolico) em
fémur de ratos, NORDSTROM, P. et al (1998) observaram que durante os periodos
experimentais de uma a cinqiienta ¢ duas semanas, os implantes de PLLA nio apresentaram
significantes sinais de degradagdo em comparacio ao PGA. Neste experimento, 0s autores
observaram que ao final dos periodos experimentais o PLLA apresentou as mesmas proporgdes
em relago aos implantes dos primeiros periodos. Apesar disto, os autores concluiram ser tanto o
PLLA quanto o PGA biocompativeis, devido a auséncia de infiltrado inflamatério ou outras
reagdes teciduais no decorrer dos periodos experimentais. Em nossos implantes de PLLA, ndo
ocorreu degradacdo suficiente para notarmos diferengas quanto as proporgdes do material ao
longo do tempo de implantagio, no entanto, nio foram observadas células de infiltrado

inflamatorio junto ao material. De acordo com NORDSTROM,P, seria de interesse prosseguir os
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experimentos com este material, levando em consideracio as reagfes teciduais de implantes de
PLLA com longo tempo de duragio.

Os implantes de PVC utilizados em nosso trabalho, nio apresentaram evidéncias de
degradagdo. O PVC, ao contrario dos implantes de PLLA, ndo € indicado como material
bioabsorvivel em aplicagdes clinicas. Sua aplicagdo na area médica estd relacionada com
dispositivos de uso externo como catéteres de infusio, bolsas de sangue, entre outros materiais
plasticos. A razdo do uso do PVC em nosso trabalho foi com a proposta de utiliza-lo como um
controle positivo. Em 1994, o PVC foi citado por PAVANATTI,S.I. como um material
supostamente nfio biocompativel. Neste trabalho, o autor realizou implantes musculares de PES
(poli éter sulfona) e UHMWPE (polietileno de ultra alto peso molecular) em ratos, a fim de
estudar a biocompatibilidade destes materiais. Neste experimento, o autor submeteu os animais
aos periodos experimentais de até 52 semanas. Segundo o autor, houve predominio de células de
infiltrado inflamatério e tecido fibroso junto ao PVC tornando o material menos estivel em
relacdo aos outros materiais.

Entretanto, PAVANATTLS.L. (1994) ndo afirmou ser o PVC um material ndo
biocompativel, e sim, conclui que a maior incidéncia de células inflamatérias e tecido fibroso,
torma o PVC inadequado para aplicagdo em implantes com intuito de reparo tecidual. Em nossos
animais implantados com o PVC, durante todos os periodos experimentais, ndo foram
observadas respostas teciduais que demonstrassem toxicidade do PVC, como intensa proliferagio
de células do infiltrado inflamatério ou grande quantidade de tecido fibroso ao redor do implante.
Podemos afirmar que, quando implantado em tecido 6sseo e nos periodos experimentais por nos
avaliados, o PVC se comportou como um material inerte. Devido a este comportamento,

podemos afirmar que o PVC ndo € um material ideal para ser utilizado como controle positivo em

implantes O0sseos.
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A partir das respostas obtidas com o PLLA e com a blenda PLLA/PEO em nosso trabatho,
acreditamos ser importante a continuidade das pesquisas com estes materiais. A utilizacio de
implantes Osseos constituidos de PLLA vem sendo feita em humanos com resultados satisfatorios
no que diz respeito & reestabilizagcdo do osso apds fraturas simples e multiplas, assim como no
preenchimento de cavidades Osseas realizadas para retirada de tumores (BERGSMA,LF. et al
1995, ROKKANEN,P et al 1999). Entretanto, nfio foram encontrados na literatura trabalhos que
demonstram a aplicagio clinica da blenda PLLA/PEO. As blendas poliméricas de maneira geral
apresentam vantagens relacionadas a melhor interagio ao tecido hospedeiro, fato este
comprovado nos implantes da blenda PLLA/PEO realizado em nosso trabatho. A capacidade de
degradar-se formando espagos em seu interior, vista nos implantes de PLLA/PEQ, além de
promover a interagio com o tecido hospedeiro independendo do tipo tecidual, pode oferecer
outras alternativas a serem estudadas. Um exemplo é sua associagio a drogas antibitticas para o
tratamento de infecgbes Osseas (NIE,L. et al 1998, MATER,J.T. et al 1999 e SOLBERG,BD. et
al 1999), ou até mesmo sua associagdo a proteinas osteoindutoras, como as BMP’s (Bone
Morphogenetic Protein). Implantes biodegradaveis associados a BMP podem ser utilizados no
tratamento de fraturas 6sseas como substituto efetivo para enxertos 6sseos (HOLLINGER J.O. et

al 1998, HECKMAN,J.D. et al 1999 e JEPPSSON,C. et al 1999).
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V- CONCLUSOES
e O osso presente ao redor dos implantes teve sua origem a partir das células osteogénicas
do endosteo e peridsteo, que foram estimuladas durante a produgio da falha 6ssea para

colocagdo do implante.

e A quantidade de osso formada junto a blenda PLLA/PEQ foi maior em relacio aos
implantes de PLLA ¢ PVC. Isso se deve a rapida dissolu¢io do PEO que resultou na
formagio de espagos na blenda PLLA/PEO. Esse fato permitiu o crescimento de ossa

para o mterior do implante.

» A propor¢Zo de 50:50 da blenda PLLA/PEO foi suficiente para permitir o crescimento de

tecido 0sseo para o seu interior.

* Néo houve degradagio aparente dos implantes de PLLA e PVC durante os periodos

experimentais estudados.

¢ Ocorreu forma¢dio de uma camada de células fusiformes na interface osso
neoformado/implante na blenda PLLA/PEO, PLLA e PVC, durante todos os periodos

experimentais, o que ndo permitiu o contato direto do osso com os implantes.
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e Nido houve a presenca significativa de células do infiltrado inflamatério junto aos

implantes de PLLA/PEO, PLLA e PVC durante todo o periodo experimental.

e Nos periodos experimentais avaliados, o0 PVC se comportou como um material inerte, nio

servindo, portanto de modelo para o controle positivo de toxicidade em implantes dsseos.
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