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RESUMO

Os polimeros do acido poli-latico sdo biodegradaveis e bioabsorviveis.
Suas propriedades fisico-quimicas tém sido estudadas com o intuito de
modular sua suscetfibilidade a degradagcao e suas interagbes com células e
fluidos biologicos para aplicagées na area médica e odontolégica. Na pratica
odontoldgica, estes dispositivos aloplasticos, na forma de parafusos, sao
alternativas para fixagdo intema rigida do complexo bugo-maxilo-facial das
fraturas. O objetivo desse trabalho foi estudar a reacéo do tecido conjuntivo
subcutdneo ao implante de parafusos de poli (acido L,D-latico) (PL-DLA).
Foram utilizados neste estudo 18 coelhos fémeas Nova Zelandia com idade de
5 meses e aproximadamente 4 kgs. Divididos em 3 grupos ¢ sacrificados em 3,
8 e 12 semanas. Ao exame histologico pode-se constatar encapsulamento dos
com tecido conjuntivo frouxo em 3 e 8 semanas, envoluindo para um tecido

conjuntivo denso na semana 12.



INTRODUCAO

A fixagdo interna rigida e tida como o método mais eficaz nas reducgdes
de fraturas mandibulares, possibilitando uma melhor contengdo das fraturas,
além de uma estabilizacdo em longo prazo e uma diminui¢do do tempo do
reparo 6sseo. Outra vantagem dessa técnica € a eliminagdo do bloqueio
intermaxilar, proporcionando maior conforto ao paciente, oferecendo condigbes
favoraveis a alimentacgéo, higienizagao, assim como o retorno precoce a funcgéo

(TOLEDO et al., 1998).

KULKARNI, 1966 foi o primeiro a utilizar de implantes de polimeros
bicabsorviveis. Desde entdo, foi testada uma grande variedade de materiais
bicabsorviveis in vifro e in vivo. Inicialmente os implantes foram preparados
moldando-se os polimeros em folhas ou peliculas, que permitiram
investigagtes basicas no comportamento biolégico das composigdes no tecido
0sseo0, mas os dispositivos nac eram apropriados para fixacdo de fraturas,
mostrando que as propriedades mecanicas dos polimeros sofrem uma variagao
consideravel. A cristalinidade, a quantidade de mondémeros livres e a taticidade
sdo outros fatores que influenciam as propriedades mecéanicas do material
biodegradavel. Apesar de muitos compostos macromoleculares serem
bioabsorviveis, apenas alguns possuem as propriedades adequadas para

serem dispositivos de fixagéo interna dssea.

Na fixagao rigida, o material mais comumente utilizado é o Titanio (Ti),
sendo a liga mais utilizada a Titanio-6-Aluminio-4-Vanadio. Entre suas

propriedades, este material apresenta excelente biocompatibilidade, é inerte,



excelente resisténcia a corrosdo, a tragdo e ao cisalhamento. O médulo de
elasticidade do Ti € 5 vezes maior do que o 0sso compacto e da liga &
aproximadamente 5,6 vezes maior (PETERSON, 2000). Todavia, em se
tratando das propriedades dos polimeros, temos a biocompatibilidade,
capacidade de condutibilidade térmica e elétrica minimas, fornecendo uma
barreira fisica e quimica para o transporte de fons (por exemplo: ions
meialicos), médulo de elasticidade mais semelhantes ao osso do que outros
materiais de implante utilizado para o suporte de cargas, cor semelthante ao
0ss0, além de nao necessitar de uma intervengdo cinirgica para retirada do

material (PETERSON, 2000).

Os polimeros mais comumente investigados s&o os poli (a-hidroxi
ésteres) denfre estes, os poli (L-acido latico) (PLLA), poli (acido glicélico)
(PGA). O PLA degrada lentamente gerando unidades cristalinas que podem
causar uma resposta longa e prolongada por parte do tecido. Por outro lado, o
PGA degrada tio rapidamente que se torna inconveniente para a maioria das

aplicagoes.

A velocidade de degradagéo e o grau de reacdo de corpo estranho séo
determinados pela massa molar inicial e pela composi¢édo quimica do material.
Clinicamente, a absor¢éo dos polimeros PGA e PLA e seus copolimeros séo
freqlientemente acompanhados pela reacdo local de corpo estranho,
especialmente se a velocidade de degradagdo & afta ou se os polimeros nao

sao0 absorvidos completamente (AN et al, 1998).



A degradacao do polimero determina o tipo e a intensidade da resposta
inflamatoria. O surgimento de particulas monomeéricas e poliméricas liberadas
durante a degradagédo do polimero in vivo esta diretamente relacionado ao tipo
da resposta inflamatéria. Este processo pode ser oriundo de produtos toxicos
provenientes da degradac¢do ou pela mudanga de rugosidade superficial e
forma de implante durante a liberagéo de fragmentos. Além disso, a propria
fagocitose destes atua como fator importante na modulacio da resposta
inflamatéria. Ela modifica o processo funcional do macréfago, que é o pivé na
resposta inflamatdria tecidual e na reagdo de corpo estranho. Além disso, os
fragmentos fagocitados podem acarretar morte celular e a liberagdo do
contelido destas células pode levar a uma resposta inflamatéria aguda (LAM et

al, 1993).

A medida que as células crescem e se organizam, o polimero degrada e
é absorvido pelo organismo, levando a uma substituigdo natural do tecido
(ZOPPY et al, 1999; NAKAMURA et al, 1998). O polimero do acido poli-latico, é
bastante adequado para aplicagbes como suporte para células. Um estudo
realizado por Peter et al, 1998, mostraram que nao ocorre desmineralizacao do
0sso durante a degradagao do PLA in vivo. NAKAMURA et al, 1998, mostraram
que nao & observado o aparecimento de tumores apés o implante até o

completo desaparecimento do copolimero implantado.

A biocompatibilidade dos materiais pode ser estudada de diferentes
formas, como através de cuiltura de células, contudo esse meio ndo reproduz

toda a complexidade da reagdo reparadora do tecido vivo. Em organismos



vivos, a reacdo tecidual pode ser avaliada apés implantacdo. O mais
importante aspecto da biocompatibilidade € o comportamento tecidual em
contato com o material. Diversos animais sdo estudados (cachorros, porcos,
coeihos, ratos) com implantagéo feita em diferentes locais onde s&o sugeridos
(subcutaneo, intramuscular, intra-6ssea em mandibulas, tibias e fémures)

(PERTOT et al, 1997).

Placas e parafusos de PLA foram usados para a fixagdo interna de
fraturas mandibulares em cachorros. Reparagdo sem complicagfes e calo
secundario foram mencionados. As placas e parafusos foram quase

completamente absorvidos depois de 40 semanas (GETTER et al, 1972).

Placas de PLA reforcadas bi-dimensionalmente por trangados de PLGA
(0,1 mm de diametro) e parafusos de ago inoxidavel, foram usados na fixacéo
interna da tibia de ovelhas. Calos excessivos foram encontradas. (VERT et al,,

1984).

Peguenas placas e parafusos de PLA e ago inoxidavel foram usados
para a fixacdo interna em fraturas de cranio de 25 pacientes. Regeneragdes
desiguais recupera¢bes e degradagbes parciais foram encontradas (VERT et

al, 1984).

PLA de aito peso molecular e em forma de placas parafusos foram
utilizados na fixagdo de radios osteomizados em cachorros. Ap6s 2 anos foi

constatado que 93% do PLA foi absorvido (TUNC et al, 1985).



PROPOSICAO

O objetivo desse ftrabalho foi estudar a reacdo do tecido
conjuntivo subcutaneo ao implante de parafusos de poli (acido L,D-latico) (PL-
DLA). Foram utilizados neste estudo 18 coelhos fémeas Nova Zelandia com
idade de 5 meses e aproximadamente 4 kgs. Divididos em 3 grupos e
sacrificados em 3, 8 e 12 semanas. Ao exame histologico pode-se constatar
encapsuiamento dos com tecido conjuntivo frouxo em 3 e 8 semanas,

envoluindo para um tecido conjuntivo denso na semana 12.

MATERIAIS E METODOS

1. OBTENGCAO DOS PARAFUSOS

Os poli (o-hidroxi acidos) constituem uma classe de poliésteres
representados pela formula geral -(—-O-CHR-CO—) ,, (VERT et al., 1992).
Estes polimeros possuem grande potencial em aplicagbes médicas, pois sao
biocompativeis, bioabsorviveis e sofrem degradagdo principalmente por
hidrolise, através da cisdo das ligacbes ésteres. Esta caracteristica até
recentemente ndo apresentava vantagens, ja que buscava-se materiais que
apresentassem propriedades estaveis. No entanto estes polimeros ganharam

espaco no desenvolvimento de dispositivos médicos temporarios.
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Como a maioria dos polimeros ndo atende sozinhos as necessidades
exigidas por uma determinada aplicagao, uma das estratégias é a obtencéo de
blendas e copolimeros com o objetivo de se obter um sinergismo das

propriedades.

O poli (acido lactico), pode ser copolimerizada por uma variedade de co-
mondmeros e como consequéncia dessas copolimerizacbes, obtém-se
polimeros com diferentes propriedades mecanicas, morfolégicas e fisico-
gquimicas. Os dois mondmeros que sdo geralmente usados como partida na
sintese do poli (acido latico), acido lactico e lactide, apresentam quiralidade,
sendo que o acido lactico apresenta duas formas estereocisoméricas, o L-e o
D- acido lactico. Ja o lactide, o diéster ciclico do acido lactico, apresenta quatro
isémeros diferentes: L- lactide, D- lactide, a mistura racémica D, L-lactide e o
meso-factide, que é opticamente inativo e contém uma unidade L e uma
unidade D no anel. Na literatura pouquissimo € descrito sobre ¢ meso-lactide,
ja que sua obtengdo & muito dificil (VERT et al , 1995; CORDEWENER et al,

1996).

O poli (L-acido latico), PLLA, é um polimero semicristalino com ponto de
fusao ao redor de 180° C e uma cristalinidade por volta de 70%, tomando-o
dentre a classe desses poliésteres, o que possui a menor taxa de degradagao.
As propriedades mecanicas apresentadas por este polimero sao satisfatérias,
ja que apresentam uma boa resisténcia a tracdo € um alto médulo de Young
(VERT et al , 1995).0 prolongado tempo de degradacgZo do poli (L-lactide) esta

associado ao aumento do grau de cristalinidade durante sua degradagao, o que
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leva algumas vezes a incidéncia de algum tipo de inflamacao por parie do
tecido circunjacente ao implante (CORDEWENER et al 1996). Estudos
demonstram que fragmentos cristalinos do implante de Poli (L-lactide} podem
perdurar por mais de 5 anos no organismo, o que € um tempo excessivamente

iongo (BERGSMA et al 1995; ROHOVSKY et al, 1994).

Ja o poli (D, L lactide) € em contraste ao PLLA, caracterizado por
apresentar uma taxa de degradagdo bem mais rapida, justamente por ser um
polimero completamente amorfo (CLAES et al, 1996; HOLLINGER;

LEIGGENER et ai, 1998).

Portanto através da combinagéo do L-lactide ao D, L lactide se obtém um
copolimero, poli (L-lactide —co- D, L lactide), que apresenta caracteristicas
muito interessantes que sdo inerentes a cada mondmero utilizado, ou seja, se
verifica ainda no copolimero satisfatonas propriedades mecanicas, o que € uma
qualidade que a presenca do | -lactide assegura, bem como uma maior taxa de

degradacgao, que esta associada 3 presenga do mandmero D,L lactide.

A inser¢do das unidades D,L lactide na cadeia do polimero tem como

resultado um aumento da biocompatibilidade do material. (BENDIX, 1998).

Para o projeto em questao, a proporgdo escolhida entre os mondmeros L-
lactide e D,L-lactide na sintese do poli {L-lactide-co-D, L lactide) foi de 70:30,
respectivamente. Esta escolha foi baseada no vasto espectro de aplicagbes

gue esse material tem comercialmente, como por exemplo:
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* Reparos 6sseos na regido cranio-maxilo-facial devido a algum
trauma sofrido ou mesmo sindrome, através da estabilizagdo dos
0ssos da mandibula em conjunto com a fixagao maxilo-madibular;

+ Fraturas na regido abaixo dos olhos;

e Cirurgias que envolvam reparos na regido cranio-facial em

pediatria, entre outras;

O poli {L lactide-co-D,L lactide) 70:30 tem como caracteristica ser amorfo
e degradar completamente num intervalo entre 18-36 meses, sendo seu
processo de degradacido idéntico ao do PLLA, sem a desvantagem
apresentada por este, que é a formagdo de fragmentos altamente cristalinos,
tem-se, portanto para o copolimero a geracéo no processo final de degradagéo

CO2 e H20 (CLAES et al, 1996).

A polimerizacdo do PLLA tem sido realizada por varios processos. A roia
mais simples para a obtengdo do polimero é através da policondensagéo do
acido lactico, entretanto, por esta rota obtém-se polimero com baixa massa
molar (VERT et al, 1995). A rota que leva a obtencfo de PLLA de alta massa
molar é a abertura do anel de mondémeros ciclicos, sendo que, neste tipo de
rota existe a necessidade da presenga de um catalisador. Polimerizagbes por

emulséo, solugao e em bulk sao descritas na literatura (NIJENHUIS, 1995).

Uma grande variedade de compostos, principalmente Oxidos e sais
metalicos, tem sido investigadas para serem empregadas como catalisadores.
UHIVERSHIARE ESTRBUAL BE CAMPINRS
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Entretanto para a producio de polimeros para uso biomédico, somente dois
sais de estanho tém sido empregados: Cloreto de estanho Il, e 2-

ethiyhexanoate de estanho 11, mais conhecido como Sn{Oct),.

Ambos sais de estanho séo aprovados para serem usados como aditivos
alimentares, pelo FDA (Food and Drug Administration), mas o maior destaque
vem sendo dado ao Sn(Oct),, devido ac fato de: ser altamente eficiente e
permite quase uma conversdo completa da relagdo monbmero/catalisador,
podendo apresentar uma razéio da ordem 10%1 (NIJENHUIS &
GRIJPMA,1992); o risco de racemizacido € baixo quando se faz uso deste
catalisador, sendo possivel obter poli (acido latico) com uma pureza éptica de
até 99% , quando a sintese é realizada em temperaturas de até 150°C, por
poucas horas (KRICHELDORF et al, 1995; além destes fatores, o Sn(Oct), ,
como ja mencionado anteriormente, € empregado como um aditivo alimentar
em varios paises , o que significa que sua toxicidade ¢ extremamente baixa,
quando comparado a outros sais de metal pesado (KRICHELDORF, et al,

1995).

Dependendo das condigbes de reagéo, residuos do mondmero L-lactide
podem ser encontrados em quantidades superiores a 15%. O monémero tem
uma influéncia negativa sob a estabilidade global do polimero, ja que pode ser
facilimente hidrolisado a acido lactico o que tem como conseqiiéncia uma

aceleracéo no processo de degradacio da cadeia de poliéster.
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Além disso, a presengca do mondmero L-lactide no polimere PLLA
também conduz a uma intensa degradagdo durante o processamento térmico
deste polimero, especialmente se este material ndo tiver sido eficientemente
seco antes de ser processado. O mondmero residual é freqlientemente
removido através de extragbes com varios solventes, ou sistemas de solventes,
ou ainda através de passos de dissolugéo e precipitagao. Entretanto, solventes
sdo dificeis de serem removidos do poli (acido latico), e, portanto, a
biocompatibilidade e a aceitabilidade de um solvente particular para uso em

dispositivos médicos s30 essenciais.

Ja é sabido que uma vez implantados no compo, dispositivos
biodegradaveis devem manter suas propriedades mecanicas pelo tempo
necessario, e s0 entdo, serem degradados, reabsorvidos e eliminados sem
deixar tragos. A degradacgao dos poliésteres alifaticos e seus copolimeros vem
sendo investigada por varios autores, tanto in vifro, quanto in vivo. A
degradacgdo do PLA e PGA foi revisada por KOPECEK & ULBRICH, (1983),
HOLLAND et al., (1986) e LEWIS, (1990). O &cido lactico, gerado pela
degradacdo do poli (L-acido lactico), é incorporado ao ciclo dos Aacidos
tricarboxilicos e eliminado pelos pulmdes como diéxido de carbono e agua. O
processo de degradagéo dos polimeros bioreabsorviveis foi proposto por
RAGHUVANSHI e baseia-se em trés fases: processo de cisdo das cadeias ao
acaso onde ocomre uma reducao significativa da massa molar do polimero, sem
uma perda de massa significativa, pois ndo existe ainda a formagdo de
mondmeros sollveis; na fase intermediaria ocorre uma diminuicdo da massa

molar acompanhada por uma rapida perda de massa e a formagao de produtos

15



oligoméricos soliveis; os fragmentos oligoméricos sdo transformados nos seus
respectivos monémeros e ocorre a completa solubilizagdo do polimero

(RAGHUVANSHI, 1993).

Assim, o proximo passo € a sintetizagio e caracterizacao do copolimero
PL-DLA, poli {L-acido latico-co-D,L-acido latico); além de processar o polimero

na forma de parafusos.

1.1Sintese do copolimero PL-DLA

Copolimeros de L-acido latico e D,L &cido latico (PL-DLA), serédo
preparados atraves da reacdo de polimerizagdo em bulk (sem adigdo de
solvente), por abertura de seus aneis. A propor¢cao entre 0s monémeros |-
lactide/D,L-tActico escolhida para as sinteses sera de 70:30. O catalisador
utiizado sera o Sn(Oct); , e a reagdo mondmero catalisador de 5000. As
massas dos mondmeros (lactide e glicolide) e do catalisador, serdo

adicionadas numa ampola de vidro.

Essa mistura sera congelada em N; liquido, fazendo-se a seguir vacuo na
ampola, a fim de que a reag¢éo ocorra na auséncia de O,. A ampola selada sera
imersa em um banho de dleo a 130°C por 72horas. Decorrido esse tempo o
polimero sera dissolvido em cloroférmio, CHCI; (Merck). Logo ap6s, o polimero
sera precipitado em metanol, CH;OH (Merck). A precipita¢do ocorrera através

do gotejamento da solugédo (polimero + CHCI3) no solvente CH;OH.
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O processo de secagem do polimero se dara primeiramente num
dessecador a vacuo e em seguida, numa estufa a vacuo (mantida a 60 °C por 8
horas), para eliminagdo de qualquer residuo de solvente ainda presente.
Finalmente, o polimero podera ser pesado, calculado o rendimento da reagio e
caracterizado através das técnicas citadas abaixo. Uma vez caracterizado, o
polimero sera especificado quanto a mondmero residual, residuos de solvente,

agua, residuos de catalisador e viscosidade inerente.
1.2 Caracterizagdo do PL-DLA
Cromatografia de permeacéao a gel (GPC)

As massas molares médias em namero {Mn), em massa (Mw) e o indice
de polidispersgo (IP) serdo obtidos em um cromatdgrafo liquido CLWA-1,
utilizando-se colunas ultrastyragel e detector de indice de refracdo Waters 410.
Serao utilizados padrdes de poliestireno para a calibragdo e THF
(tetrahidrofurano) como fase mével. Este ensaio sera realizado no IPT.

Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os espectros de infravermelho serdo obtidos na regido de 4000 a 650

em™, em amostras na forma de filmes sobre KBr, em um espectrofotémetro

BOMEN MB-Séries. Este ensaio sera realizado no IQ/Unicamp.

17



Ressonancia magnética (RMN de 'H e °C)

Os espectros de RMN serdo obtidos em um espectrofotdmetro GEMINI
300BB operando a 75 MHz para RMN™C e 300 MHz para RMN'H. Foram
utilizados tubos de vidro 5mm de didmetro e cloroformio deuterado como

solvente. Este ensaio sera realizado no |IQ/Unicamp

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Amostras, aproximadamente 10 mg, serdo aquecidas de 25 a 200°C a
uma velocidade de 10°C/ min e logo ap6s resfriadas até —50 °C , sendo a
seguir reaquecidas até 200 °C , sob purga de N, através do equipamentoTa

modelo MDSC291.
Anélise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimeétricas serdo obtidas com equipamento STA
409C-NETZSCH- Geratebau Gmbr Thermal Analysis. Amostras pesando
aproximadamente 20 mg serdo submetidas ao aquecimento na faixa de 25-
500°C, a 10°C/min sob atmosfera de He.

1.3 Obtenc¢dao e caracterizacéo dos parafusos

A partir dos dados obtidos na caracterizacao térmica serao estipuladas

condigbes para o processamento do polimero na forma de parafusos. A
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temperatura de processamento serd baseada nos valores da temperatura de
transigdo vitrea e na temperatura onde o material comega a perder massa
devido a degradagdo. Ap6s © processamento os parafusos serao
caracterizados por DSC, TGA, ensaio mecénico flexao, microscopia eletrénica
de varredura e GPC, para verificarmos uma possivel degradacéo devido as
condigdes de processamento. As dimensbdes dos parafusos serdao de 12 mm de

comprimento por 2 mm de largura.

Ensaio Mecénico

Os parafusos serdo submetidos a ensaios de flexdo pelo método de trés
pontos, segundo a nomma ASTM D 790-95a, em uma MTS TestStar I,
utilizando uma célula de carga de 100 kgf (com fundo de escala de 20kgf), a
uma velocidade de 1,2 mm/min. A distancia entre as duas extremidades foi de

2 cm.

Andélise de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Amostras da superficie da fratura dos parafusos, fraturados em N liquido,
serao colados em um suporte metalico e recobertos com ouro, utilizando-se um
metalizador de amostras Sputer Coater BAL-TEC SCD 050. Em seguida, as
membranas serao observadas ao Microscopio Eletronico de Varredura JEOL

JXA 840A, utilizando tensido de 10 a 20 kv.
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2. PARECER DA COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA

Previamente ao inicio da fase laboratorial, o presente projeto foi
submetido A avaliagdo da Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, a qual aprovou a

realizacao do mesmo. (Anexo )

3. SELECAO E MANUTENGCAO DOS ANIMAIS

Para realizagdo deste estudo, foram utilizados 18 coelhos albinos da
raca Nova Zelandia, fémeas, com idade de 5 meses, e com peso aproximado
de 3 kg, os quais foram obtidos do Biotério Central do campus de Botucatu -

Universidade Estadual de Sao Paulo.

Durante a realizacio do estudo, os animais foram mantidos no Biotério
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Universidade Estadual de
Campinas, com agua ad libitum e alimentacdo com ragdo Purina para coelhos
(SP, Brasil), sob responsabilidade dos realizadores do estudo e sob supervisao

de funcionario designado para tal fungio.(Figura 1)

20



Figura 1 — Coelhos mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba

4. FASE CLINICA

4.1 Profilaxia Antimicrobiana e Anestesia

Os animais receberam, 30 minutos antes da cirurgia, uma inje¢ao
intramuscular na dose 80 000 UI/Kg do antibiético pentabiotico veterinario de
benzilpenicilina benzatina (Wyeth, Itapevi SP, Brasil), na dose padrao de 1 ml.
Associada a esta, uma inje¢ao intramuscular de aintiinflamatério e antialgico,

cetoprofeno, na dose de 5 mg/kg.
15 minutos antes da cirurgia, uma injecdo subcutanea de sulfato de
atropina 10% SC 0,08 mg/kg, na dose padrao de 0,3 ml, com o objetivo de

prevenir a bradicardia provocada pelo anestésico.
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A inducéo anestésica foi realizada através da via intramuscular profunda,
pela injecdo de cloridrato de quetamina (Dopalen) na dose de 35 mg/kg, sendo
a dose padrio 1,2 ml. Também foi realizada a aplica¢do intramuscular profunda

de xilazina (Rompun) ma dose de 6 mg/kg, sendo a dose padrao de 1 ml.

4.2 Procedimento Cirdrgico

Apods a anestesia e em decibito ventral, foi realizada a tricotomia na
regido ingnal na perna direita do coelho, e anti-sepsia da regido com solugéo
alcodlica de polivinilpirrolidona iodo a 10%. O campo operatério foi isolado
através da aposi¢cdo de campos esterilizados descartaveis. Foram utilizados
pelos cirurgides gorro e mascara, luvas cirlrgicas estéreis e roupa ciriirgica
limpa. Os instrumentos foram autoclavados previamente (ALBERIUS, KLINGE

& ISAKSSON, 1989).

O procedimento cirdrgico consistiu na colocacdo de um parafuso de 12
mm de comprimento e 2 mm de diametro, cortado ao meio, subcutaneamente.
Para tanto, sera necessaria uma pequena incisdo na regiao ingnal direita e
divulsdo do tecido subcutaneo para colocag¢ao do parafuso onde seréo fixados
por ponto através de fio nylon monofilamentar nimero 4-0, ndo-bicabsorvivel,

para posterior identificacédo do local. (Figuras 2-A, 2-B, 2-C e 2-D)
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Figuras 2-A e 2-B - incisdo realizada ap0s tricotomia e divulsao dos tecidos.

Figuras 2-C e 2-D - colocagéo dos hemi-parafusos e posterior sutura.

5. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO HISTOLOGICO

5.1 Periodos e forma de sacrificio
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O sacrificio foi realizado através de overdose endovenosa de Dopalen
(Agribands Brasil Ltda.), ap6s o periodo de 4, 8 e 12 semanas (6 coelhos em

cada periodo).

5.2 Preparo Histologico

Os preparos foram imersos em solugio de formaldeido 4% em tampéao
fosfato por um periodo de 24 horas, lavados em agua corrente por 24 horas. A
partir desta fase procederam a realizagdo das etapas de processamento
laboratorial. Inicialmente foram retirados os parafusos das amostras de 1 e 2
meses para que possam ser cortados em micrétomo de 4 pm. Nas amostras
de 4 meses nao foram necessdrias a remog¢des dos parafusos, pois foi possivel
realizar os cortes no micrétomo. Apos isso, foi feita a desidratagdo com alcool a
70% (12 horas), alcool a 80% (1 hora), alcool a 90% (1 hora), aicool absoluto (1
hora), diafanizagdo com CgsHs(CH3); (xilol) através de trés trocas a cada 20
minutos, infiltragdo em parafina (1 hora) em estufa a 70° Celsius realizando-se
3 trocas. Corles seriados com 4 um de espessura serao realizados e em
seguida corados pela Hematoxilina de Carazzi € Eosina, para posterior analise

de microscopia Optica. {figura 3)

0= 0l0|— OO

Figura 3 — Divisdo das amostras para inclusio e corte
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RESULTADOS

PERIODO DE 3 SEMANAS

Circundando o parafuso foi observado a formagdo de capsula, com

tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado. (Figuras 4-A e 4-B) Foi

notado também a presenca de infiltrado inflamatério leve, com a presenca de

macroéfagos na regiao peri-implantar.

Figura 4-A - Observar a formag&o de capsula (CF) com tecido conjuntivo

v

fibroso (TCF) envolta do parafuso de polimero (PP).HE.objetiva 2,5x.

Figura 4-B - Notar
presenca de  grande
quantidade de nucleos de
fibroblastos, notando-se
grande atividade
celular. HE. Objetiva de
10x.
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PERIODO DE 8 SEMANAS

Durante este periodo ainda foi notado a presenca de infiltrado

inflamatério leve, ainda com presengca de macréfagos. Contudo, a capsula

apresentou- se mais fibrosa. (Figuras 5-A e 5-B)

Figura 5-A - Visdo panoramica de corte histolégico de 2 meses. Observar
leve modificacdo para tecido conjuntivo mais fibroso, quando comparado
ao primeiro més.HE.objetiva 2,5x.
g ¥ L e i Figura 5-B — A capsula
1% fibrosa (CF) que recobre o
parafuso apresenta-se mais

fibrosa. Ainda ha leve infiltrado
inflamatério.HE. objetiva 10x.




PERIODO DE 12 SEMANAS

Neste periodo ha a diferenciacdo da capsula fibrosa frouxa em tecido
conjuntivo denso. Nota-se ainda que nao ha estagios iniciais de degradagao do

parafuso. Plasmécitos indicam uma reagao inflamatéria crénica leve.(Figuras

6-A e 6-B)

Figura 6-A — Visdo panoramica do corte histolégico aos 4 meses. Percebe-
se a diferenciacdo da capsula fibrosa (CF) para tecido conjuntivo denso
(TCD). Além da presenca de plasmécitos.HE. Objetiva 2,5x.

e | » Figura 6-B — Nota-se aqui

A L uma diferenciacéo para
AN capsula fibrosa (CF)de
A} *\ « PP tecido conjuntivo denso
z X A% (TCD). Percebe-se também
A A a presenca do parafuso de

polimero praticamente
intacta. HE. objetiva 10x.
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DISCUSSAO

Os polimeros apresentam como vantagens o fato de serem pré-
fabricados, e disponiveis em grande gquantidade além de nao necessitarem um
segundo local cirurgico, reduzindo a morbidade do paciente (WILLIANS, 1982).
Além disso, quando desejavel, o material implantado deve ser bioabsorvivel,
degradando-se com o tempo e transmitindo, gradativamente, a carga aplicada

do implante ao osso, dispensande uma nova cirurgia para sua remogao.

KALLELA, 2005, estudou a reacio tecidual em implantes de polimeros
de PL-DLA na mesma proporgédo (70L:30DL) utilizado por este frabalho. Este
estudo foi realizado em fixagbes internas rigidas apds osteotomias
mandibulares em ovelhas. Embora fossem utilizadas espécies diferentes,
resultados semelhantes foram encontrados. No periodo de 1, 2 e 4 meses,
ambos trabalhos apresentaram boa biocompatibilidade e. KALLELA, 2005,
trabathou com o periodo de 8 meses, ndo sendo possivel comparagéo neste
caso. Em ambos os frabalhos houve apenas estagios iniciais de

biodegradacéo.

A reacao tecidual in vivo, de polimeros de poli (acido latico) composto
por 70% L-lactide e 30% D-lactide (PL-DLA) foram investigados por histologia
de 3 a 100 semanas depois de implantagdo subcutédnea em coelhos por
PYHALTO, 2005. No periodo de 3 semanas foi encontrado um leve
deslocamento e houve um decréscimo de 39% na resisténcia de torcéo e sinais

de degradagéo foram apenas observados apds 48 semanas. Mostrando assim
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que este trabalho necessitaria de um tempo maior de sacrificio para melhores

apreciagdes sobre as propriedades dos parafusos.

CONCLUSAO

Dentro do proposito deste estudo, e com base nos resultados obtidos

podemos concluir que:

1 Todos os grupos apresentaram reacgao tecidual de formacédo de capsula
fibrosa, sendo de tecido conjuntivo frouxo nas semanas 3 e 8 e tecido
conjuntivo denso na semana 12. Provando assim, a biocompatibilidade
desses implantes sem causar reacao inflamatoria.

2 Até o ultimo periodo de sacrificio nao foi notada nenhuma alteragao nos
parafusos, somente no periodo de 4 meses houve um inicio na degradacéo
dos parafusos. O que foi observado no processo de confecgdo das laminas
histolégicas, sendo possivel realizar os cortes no micrétomo sem a
necessidade de retirada dos parafusos. Mostrando assim, a propriedade de
bioabsorgéo do material.

3 Seriam necessarios mais periodos de sacrificios e mais espagados para

melhores apreciagdes sobre as propriedades dos parafusos.
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