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1.2 Resumo

Objetivos: O objetivo desta pesquisa foi comparar os sistemas de fixagao
usados no tratamento das fraturas de a&ngulo mandibular estabilizadas por:
I- placas e parafusos de titdnio Il- placas e parafusos bioabsorviveis
PGA/PLLA llI- placas PGA/PLLA e parafusos de titdnio. Materiais e
Métodos: Foram selecionados 15 coelhos Oryctolagus Cuniculus, machos
adultos, espécie nova Zelandia. Realizou-se uma osteotomia unilateral em
regido de angulo mandibular a esquerda. Os animais foram divididos em 3
grupos, de acordo com o material de fixagdo utilizado. A analise histologica
por microscopia de luz avaliou a presenca de células inflamatdrias,
angiogénese, ilhas de neoformagdo Ossea e deposicdo de fibras
(Hematoxilina-Eosina). As areas de neoformacdo o&ssea (Tricrobmio de
Gomori) e a area total das fibras colagenas maduras e imaturas (Sirius-red
polarizado e n&o polarizado) foram analisadas utilizando-se uma ferramenta
de quantificagdo (Image Tool). Para padronizar as aferigbes, aplicou-se uma
mascara (Image Pro Plus) a todas as 10 imagens obtidas ao longo da linha de
reparo 0sseo. O intervalo de confianga para esta pesquisa foi superior a 95%.
As variaveis area total de colageno maduro e imaturo (polarizado e né&o
polarizado) e matriz 6ssea apresentam diferencgas significativas (p<0,05) entre
0s grupos comparados (Teste de Homogeneidade de Varidancias). Com
excessao da variavel matriz O0ssea, as demais variaveis distribuem-se
heterogeneamente (ANOVA). Resultados: O grupo | apresentou poucas
células inflamatorias, predominantemente fibras colagenas maduras e
significativamente o maior percentual de matriz 6ssea. O Grupo Il apresentou
algumas células inflamatorias, discrete predominancia de fibras colagenas
maduras e matriz éssea muito semelhante ao grupo lll, que apresentou
presencga significativa de células inflamatérias e proliferagdo acentuada de
fibras, predominantemente imaturas. Os valores do colageno se mantém
distribuidos de maneira similar quando comparadas as imagens polarizadas e
as nao-polarizadas, para os 3 grupos. Para as variaveis heterogéneas
(Games-Howell) o colageno maduro n&o se diferencia entre os grupos Il e I,
e 0 colageno imaturo apresenta valores semelhantes entre os grupos | e lll.
Considerando-se a variavel homogénea, o grupo | apresentou quantidade
significativamente maior de matriz 6ssea. Conclusées: O grupo | apresentou
reparo 0sseo em fase de finalizagdo aos 60 dias. O grupo Il demonstrou
padrao de reparo 6sseo adequado, porém necessita de um tempo mais
prolongado para a maturagéo das fibras. O grupo lll apresentou processo de
reparo lento no periodo deste estudo.



1.3 Introducgao

O tratamento das fraturas de a&ngulo mandibular ainda representa o maior
indice de complicagbes pos-cirurgicas, dentre todas as fraturas mandibulares
[1;2;3]. Michelet [4] et al introduziram o conceito de osteofixacdo por
miniplacas em 1973, e foram aprimoradas posteriormente para a
aplicabilidade clinica por Champy [5] et al em 1978.

O osso é um dos tecidos que apresenta maior dureza do corpo humano, e
esta rigidez associada ao excelente potencial de reparo serve de protecdo
para 6rgéos vitais [6]. No momento em que ocorre uma fratura Ossea,
seguem-se reagdes metabdlicas de reabsorgdo e deposigdo Ossea, a fim de
restaurar a forma e a fungdo do tecido lesado [7;8;9]. Esta atividade
osteoblastica simultdnea a agao osteoclastica € denominada remodelagao
Ossea, essencial durante a fase de crescimento do individuo e ainda, no
processo de reparo tecidual [10;11;6].

Diversos métodos de fixacao éssea tem sido analisados [6;13;14], placas de
reconstrucao [15;16], placas com travamento tipo locking [18], mini-placas
associadas a micro-placas [17] e as placas tri-dimensionais [19;20;21]. O
sistema de fixacdo 0ssea metalico ainda apresenta algumas desvantagens
em especial quanto a interferéncia no potencial de crescimento em pacientes
pediatricos [22;23] e uma segunda intervengao cirurgica para a remog¢éo do
material implantado [24]. Alguns pacientes também relatam dor e desconforto
térmico em torno da placa metalica, quando ocorre uma alteracdo de
temperatura [25].

O conceito de fixagdo cranio-facial absorvivel iniciou-se em 1995 [26] e tem
sido utilizado na estabilizacdo das osteotomias mandibulares com efetividade
similar aos outros sistemas de fixagdo interna rigida [27] promovendo
estabilidade adequada para permitir o reparo d&sseo [28]. Apos um
determinado periodo de tempo, ainda controverso na literatura, estes
materiais desaparecem radiograficamente, e ndo necessitam ser removidos
[29], fato que os torna compativeis com o conceito de eventuais terapias de
radiacao.

A controvérsia ainda existe em torno do melhor material de fixacdo Ossea
para o tratamento das fraturas de angulo mandibular. O objetivo deste
trabalho foi analisar comparativamente, o processo histolégico de reparo
0sseo nas osteotomias de &ngulo mandibular de coelhos, estabilizadas por
placas e parafusos de titanio, placas e parafusos bioabsorviveis, e um
sistema combinado, composto por uma placa absorvivel e parafusos de
titdnio. Hipotese: considera-se que tanto o sistema de placa e parafusos de
PGA/PLLA quanto o sistema combinado apresentem padrédo de reparo 0sseo
semelhante ao sistema de Titanio, que € o sistema de fixacdo 6ssea padrao
na estabilizagdo das fraturas de angulo mandibular.



1.4 Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da PUC-
PR (60.07). Foram selecionados quinze coelhos Oryctolagus Cuniculus
machos, adultos, pesando entre 2,5 to 3,0 kg. Os animais foram anestesiados
com a administragdo intra-venosa ketamina (10 mg/kg) e cloridrato de
xylazina (5 mg/kg). O mesmo cirurgido realizou todas as etapas cirurgicas.
ApOs anestesia e tricotomia da regido de angulo mandibular esquerdo, os
animais foram posicionados em decubito lateral a direita. O angulo
mandibular esquerdo foi abordado através de uma incisdo medindo
aproximadamente 25 mm de comprimento, e apo6s divulsao tecidual o osso foi
exposto. A osteotomia foi realizada utilizando-se broca de baixa rotagao 702
(Komet®, Leipzig, DE) acoplada ao micro-motor (1.500 rpm) sobre constante
irrigacdo com solugdo salina, até a comleta luxagdo dos segmentos désseos.
No grupo | (n=5) as fraturas foram estabilizadas por uma placa de titanio
sistema 2.0 mm e quatro parafusos de 5.0 mm de comprimento (Neoortho®,
Curitiba, BRA). No grupo Il (n=5), as fraturas foram fixadas por uma placa e
quatro parafusos absorviveis (Lacto Sorb®, WLorenz, Jacksonville, USA). No
grupo Il (n=5), uma placa absorvivel e quatro parafusos de titdnio foram
utilizados para estabilizar os segmentos 6sseos. Em todos os grupos foram
inseridos dois parafusos proximal e outros dois parafusos distal a linha da
fratura 6ssea. Os animais foram mantidos no pés-operatério imediato e por
outros cinco dias sobre a administracdo de penicilina benzatina subcutanea
(30 mg/kg) e flumexina meglumina (01 mg/kg), separados em gaiolas
individuais, e mantidos sob dieta normal (ad libitum), durante o periodo
experimental. Os animais foram mortos aos 60 dias. Os espécimes foram
obtidos e fixados em formol a 10%, desmineralizados em acido formico a 10%
durante 45 dias. As placas e parafusos de titanio foram removidos e as
amostras processadas (cortes de 5 pm). As laminas obtidas foram submetidas
ao exame de microscopia Optica (Olympus BX50). Foram tomadas 10
imagens ao londo da linha de reparo ésseo, para cada coloragéo, totalizando
600 imagens, objetiva de 40 X. A analise qualitativa do reparo 6sseo
(Hematoxilina-Eosina) foi realizada pela observacdo do grau de
preenchimento da linha de fratura por fibras e a presenga de reacio
inflamatoria. As fibras colagenas imaturas e maduras, incluindo aquelas que
compdem o tecido Osseo neoformado, (Sirius-Red polarizado e n&o-
polarizado) e a matriz 6ssea neoformada (Tricrbmio de Gomori) foram
mensuradas histologicamente pelo programa Image Pro Plus (Media
Cybernetics, ESP). A fim de se padronizar os dados considerados colageno e
matriz 6ssea aplicou-se uma mascara (Image Tool) a estas imagens. Os
valores obtidos foram transferidos para uma planilha do excel (Microsoft,
Redmond, MA, USA). Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-
se o software SPSS (versao 14, IBM, USA).



1.5 Resultados

1.5.1 Analise histolégica por HE

Grupo I- sistema titanio, observa-se linha de osteotomia preenchida por tecido
o0sseo neoformado em fase de remodelagdo, composto por osteoblastos e
ostedcitos, sem indicios de processo inflamatério agudo ou croénico.

Grupo llI- sistema PGA/PLLA, linha de osteotomia visivel, composta por fibras,
algumas ilhas de tecido 6sseo neoformado, células de defesa e proliferacdo
angiogénica.

Grupo lll- sistema combinado, linha de osteotomia pouco definida, grande
quantidade de fibras circundando regides de intensa formagé&o vascular, raras
ilhas de neoformacgao ossea.

N&do foram evidenciados sinais morfologicos de reabsorgdo do material
implantado, no periodo de tempo deste estudo.

1.5.2 Analise histolégica por Tricromio de Gomori

As ilhas de neoformacdo Ossea coram-se em azul para a coloracdo de
Gomori. Estas areas foram medidas, e o grupo | apresentou quantidade
significativamente maior de matriz 6ssea. Os valores do grupo Il e lll n&o
variam significativamente (Grafico 1).
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1.5.3 Analise histolégica por SR

1.5.3.1 SR luz polarizada

Grupo I: grande quantidade de fibras colagenas, predominantemente
maduras.

Grupo IlI: a area de colageno maduro ndo varia estatisticamente, se
comparado ao grupo Ill, entretanto as fibras se organizam mais
estruturadamente nos grupos | e Il.

Grupo lll: apresentou area de colageno imaturo semelhante ao grupo |
(Tabela 1).

1.5.3.2 SR luz ndo polarizada

A quantificagdo do colageno total, n&o polarizado, corado em tons de rosa e
vermelho, apresentou valores similares a distribuicdo da proteina colageno
polarizada.

Games-Howell

Mean Difference (14 95% Confidence Interval

Dependent Variable J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Mature Collagen  Titanium — PGAPLLA 892271.81522 T80560,01602 0,0000 756207,7528 T328245,8776]
Area (um2) Combined 792673.89644 188328,40394 0,0003 339642,4481 1245705,3447
PGA/PLLA Titanium -892271.81522° 180389,01692 0,0000 -1328245,8776 -456297,7528
Combined -99597,91879 54373,88505 0,1699 -230975,3293 31779,4917
Combined  Titanium -792673.89644 188328,40394 0,0003 -1245705,3447 -339642,4481
PGA/PLLA 99597,91879 54373,88505 0,1699 -31779,4917 230975,3293
Immature Titanium PGA/PLLA 147435.71169° 53192,99637 0,0211 18883,7359 275987,6875
Collagen Combined -144205,42854 115111,97276 0,4264 -419545,9006 131135,0435
Area(um2) PGAPLLA Titanium -147435.71169° 53192,99637 0,0211 -275987,6875 -18883,7359
Combined -291641.14023" 102124,04267 0,0170 -538461,0695 -44821,2110
Combined ~ Titanium 144205,42854 115111,97276 0,4264 -131135,0435 419545,9006
PGA/PLLA 291641.14023' 102124,04267 0,0170 44821,2110 538461,0695
Polarized Titanium  PGA/PLLA 1039707.52692° 214400,99771 0,0000 521528,8347 1557886,2191
Collagen Area Combined 648468.46790° 251435,39359 0,0311 48192,0121 1248744,9237
(um2) PGA/PLLA  Titanium -1039707.52692" 214400,99771 0,0000 -1557886,2191 -521528,8347
Combined -391239.05901° 131474,94137 0,0124 -708984,5113 -73493,6067
Combined ~ Titanium -648468.46790° 251435,39359 0,0311 -1248744,9237 -48192,0121
PGA/PLLA 391239.05901" 131474,94137 0,0124 73493,6067 708984,5113
Not Polarized Titanium  PGA/PLLA 2485788.83948" 436776,67247 0,0000 1430136,6542 3541441,0248
Collagen Area Combined 2140322.81648" 456158,34624 0,0001 1043030,9120 3237614,7209
(um2) PGA/PLLA Titanium -2485788.83948" 436776,67247 0,0000 -3541441,0248 -1430136,6542
Combined -345466.02300° 131620,03510 0,0305 -663571,5394 -27360,5066
Combined  Titanium 2140322.81648" 456158,34624 0,0001 -3237614,7209 -1043030,9120
PGA/PLLA 345466.02300° 131620,03510 0,0305 27360,5066 663571,5394

Tabela 1 : Teste de multiplas comparacdes para variaveis paramétricas



Figura 1: Fotomicrografias do grupo 1. Observa-se em A (HE) e B (Gomori) osso neoformado, C (SR
polarizado) grande quantidade de fibras colagenas maduras e imaturas, D (SR nao-polarizado) o
colageno total. Objetiva 40 x.

Figura 2: Fotomicrografias do grupo II. Observa-se em A (HE) e B (Gomori) algumas ilhas de
neoformacio 6ssea, atividade angiogénica discreta e células de defesa. C e D (SR polarizado e nio-
polarizado) as fibras colagenas. Objetiva 40 x.

Figura 3: Fotomicrografias do grupo IIl. Observa-se em A (HE) e B (Gomori) intensa atividade
angiogénica, fibras desorganizadas e algumas células de defesa. C e D (SR polarizado e ndo
polarizado) o padrio de deposicdo do colageno, predominantemente imaturo. Objetiva 40 x.



1.6 Discussao

A mandibula € uma das regides mais sucetiveis a fraturas na face [30], e
o tratamento destas fraturas, especialmente as de angulo mandibular, tém
sido amplamente discutido na literatura [12,15,19,21].  Defeitos com
dimensdes de espassamento curto entre os segmentos dsseos, semelhante a
osteotomia promovida cirurgicamente nesta pesquisa, tendem a ser
reparados com relativa facilidade, sem deixar uma cicatriz fibrosa [31],
entretanto a biomecanica do angulo dificulta o reparo dsseo no local, pois o
angulo representa o ponto de confluéncia abrupta entre o corpo e o ramo
mandibular, bem como a agdo muscular do masséter e pterigoideo medial e
lateral, e superiormente o temporal. Esta acao foi descrita como “alavanca” do
angulo mandibular [32], e pbde ser observada neste estudo através de uma
deposicdo Ossea acentuada sobre o material de fixacdo, especialmente no
segmento Osseo lateral, que compreende a porc¢éo fixa da mandibula.

A reacdo de deposicdo o0ssea continua [33] sobre o material de fixacao
ocorre especialmente nas placas de titanio, e pode ser observada algum
tempo depois da implantagdo do material. Muito questionada na literatura,
esta deposicado éssea pode dificultar a remocéo das placas e parafusos caso
o paciente relate palpabilidade, desconforto térmico e sensorial. No grupo | o
material encontrava-se parcial ou praticamente todo encoberto por o0sso
neoformado, e uma das explicagbes poderia ser a rigidez do sistema de
fixacdo Ossea. Esta rigidez mantém os segmentos 6sseos em uma posigéo
mais estavel, e decorridos 60 dias pode-se afirmar que a linha de osteotomia
para este grupo encontra-se significativamente preenchida por matriz ¢ssea e
fibras colagenas predominantemente maduras, indicando o reparo em fase de
finalizacao.

A aplicabilidade dos materiais bioabsorviveis solucionou diversos
problemas da fixagdo metalica, como a necessidade de uma segunda
intervencdo para a remogao do material [1], a interferéncia em exames de
imagem e terapias posteriores [34] e a interferéncia no crescimento dos
pacientes pediatricos [35], embora seu custo elevado inviabilize a
aplicabilidade rotineiramente. Este sistema deve ser capaz de manter os
segmentos Osseos em posicao e, ser completamente reabsorvido apds a
conclusao do periodo de reparo, sem causar danos locais ou sistémicos ao
paciente [34], embora o processo de degradagcdo do material ainda seja
questionado na literatura, e muda de acordo material utilizado. O Acido Poly-
L-Lactido (PLLA) apresenta um processo de degradacgdo de 5 anos [36], ja O
Acido Poliglicdlico (PGA) degrada apds alguns meses da implantagdo. Os
polimeros mais indicados para o tratamento das fraturas em criangas seria o
PLGA, e para as osteosinteses em adulto o PLDLA [37]. Assim como nos
estudos de Peltoniemi [35], ndo foram evidenciados sinais sujestivos de
reabsor¢cdo microscopica nas espiras dos parafusos no periodo observacional
de 60 dias.

As placas e parafusos compostos por PGA/PLLA permitem uma certa
movimentagdo dos fragmentos Osseos, pois apresentam apenas 6% da
rigidez das placas de titanio [38], ainda assim s&o capazes de promover uma
osseofixacdo adequada [1,39], porém observamos que as osteotomias
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estabilizadas pelo material bioabsorvivel necessitam de um tempo de reparo
superior a 60 dias. A maleabilidade do material permite uma melhor
adaptacdo aos contornos 6sseos, mas também facilita a quebra do material,
especialmente da cabega dos parafusos, durante sua inser¢cdo. Alguns
pesquisadores [39;40] associaram ao copolimero particulas de refor¢co, mas
ainda ocorrem complicagbes durante o procedimento cirurgico incluindo
fratura dos parafusos, substituicdo por parafusos de maior diametro e
dificuldade na moldagem da placa [1,34]. A dificuldade encontrada nesta
pesquisa foi 0 esmagamento das ranhuras que servem para adaptar a chave
de captura, diminuindo a estabilidade da chave para a inser¢do do parafuso
até o travamento no osso cortical. A introducdo dos materiais absorviveis nao
diminui o indice de morbidade trans-operatéria e de complicacbes pos-
operatérias, de acordo com a literatura [41].

As placas absorviveis associadas aos parafusos de titanio poderiam
representar uma alternativa para minimizar os efeitos na alteracdo do
crescimento facial. Outra vantagem seria a aplicabilidade facilitada da
insercdo do parafuso e o custo mais acessivel dos parafusos de titanio.
Entretanto, para que esta técnica possa ser aplicada clinicamente, novas
pesquisas sdo necessarias para se desenvolver um sistema compativel de
placas bioabsorviveis adaptadas para receber os parafusos de titanio.

1.7 Conclusoes

Parece licito concluir que o melhor sistema de fixagdo dssea para as fraturas
de &ngulo mandibular ainda continua sendo o titanio.
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3 Anexos

3.1 Resumo dos artigos mais relevantes utilizados

6. Lerner UH. Osteoclast formation and resorption. Matrix Biology 19:107-120,
2000

Este artigo traz uma mini-revisdo sobre a formagdo e absorgdo dos
osteoclastos, essenciais durante o crescimento e a remodelagdo do
esqueleto, através do processo continuo de formacao e reabsor¢céo éssea.
Esta revisdo concentra-se nos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na formagado dos osteoclastos, e 0os mecanismos biomecanicos
responsaveis pelo processo de reabsorcéo dssea.

8. Pospisilova J. Healing of wounds. Acta Chir Plast 24:293-303, 1982

Este artigo traz uma revisédo sobre os fatores que podem influenciar no reparo
tecidual. Presume-se que toda intervencdo cirurgica € precedida por trés
sucessivas etapas de reparo cicatricial. Estas etapas sio: 1. Fase inflamatéria
2. Fase proliferativa 3. Fase da reorganizagao e reestruturagao tecidual. Estes
fatores sdo responsaveis pelo inicio da formagdo cicatricial. Esta dinamica
também depende das condi¢des fisicas e quimicas da area que sofreu a
injuria tecidual. Este fator é fundamental para a compreensao das alteragdes
patoldgicas do reparo, bem como da sua prevengéo.

10. Lerner UH. Cystatin C. an inhibitor of bone resorption produced by
osteoblasts. Acta Physiol. Scand 161:81-92, 1997

Nesta pesquisa foram avaliados os efeitos da cistatina C no processo de
reabsorgdo 0ssea, lise enzimatica, regeneragao osteoclastica, proliferacao de
células Osseas e a biossintese da matriz 6ssea proteica, em diferentes
sistemas in vitro. A proteina foi obtida através da coleta do horménio da
paratiredide bovina e o0s espécimes Osseos, foram coletados da calota
craniana (osso parietal de ratos). Em comum acordo com a literatura, o
primeiro evento que se segue da reabsorgédo 6sssea € a atividade catabdlita
dos osteoblastos permitindo a degradagdo mediada dos osteoblastos para
uma camada desmineralizada de matriz proteica, o ostedide, localizado entre
a camada de célula osteoblastica e o tecido ésseo mineralizado. A cistatina C
é sintetizada através das células 0sseas e a cistatina C recombinante humana
€ capaz de inibir a reabsorcdo Ossea in vitro sem afetar o processo de
proliferacdo 6ssea, a formacdo de matriz 6ssea e a formagao osteoclastica.
Este mecanismo parece atuar primariamente na inibicdo da atividade de
proliferacdo das enzimas osteoclasticas, dentro das lacunas désseas.

11. Salo J, et al. Removal of osteoclast bone resorption products by
transcytosis. Science 276:270-3, 1997
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Os osteoclastos sao células multinucleadas responsaveis pela reabsorcao
o0ssea. Durante o ciclo reabsortivo, os osteoclastos sofrem alteracbes
significativas em sua polaridade, e se tornam capazes de reabsorver células
pela simples diferenga de funcionalidade e estrutura da membrana. Os
produtos da degradagdo Ossea, tanto orgénicos como inorganicos, sao
fagocitados. Estes componentes parecem ser entdo transportados por
vesiculasdas células para o plasma da membrana, e entdo sao liberados para
0 espaco extra-celular. Estes resultados explicam como os osteoclasticos
reabsorvidos sado capazes de simultaneamente remover grandes por¢des de
matriz dos produtos degradados e penetrar dentro do tecido 6sseo.

31. Seal BL, Otero TC, Panitch A. A polymeric biomaterials for tissue and
organ regeneration. Materials Science Engeneering R 34:147-230, 2001

Este artigo € a revisdo mais completa sobre a acdo dos biomateriais
compostos por polimeros utilizados nos ossos, cartilagens, pele, vasos e
nervos.

O osso € composto por um tecido conectivo especializado, extremamente
denso. A matriz 6ssea é constituida por colageno tipo | e fosfato de calcio na
forma de hidroxiapatita. Como é de consenso na literatura, o corpo € capaz de
reparar com relativa facilidade as fraturas Osseas. A regeneragdo Ossea
envolve ndo apenas a sintese de hidroxiapatita rica em fibras colagenas, mas
também a recriacdo de uma estrutura mecanicamente estavel. Os pequenos
defeitos normalmente s&do substituidos por um osso ainda mais resistente.
Defeitos grandes entretanto, normalmente dificultam ou impedem o completo
reparo. Neste estudo foram sintetizados alguns requisidos para os materiais
de reconstrucido O0ssea. Eles devem ser biocompativeis, esterelizaveis, devem
oferecer propriedades biomecanicas compativeis com o o0sso adjacente,
devem ser facilmente moldaveis, adaptando-se aos contornos 0Osseos
adjacentes para permitir a regeneracéo tecidual. Os polimeros devem sofrer o
processo de degradagdo de maneira lenta, simultdnea a regeneragao
tecidual. Respeitando estes critérios, estes materiais podem se tornar uma
alternativa viavel capaz de permitir o reparo ésseo.

32. Ellis Ill E. Treatment methods for fractures of the mandibular angle. Int J
Oral Maxillofac Surg 28:243-52, 1999

Por qué o é&angulo mandibular estd comumente associado as fraturas
mandibulares? Existem inumeras alternativas listadas, embora as mais
frequentemente relatadas sejam: 1. A presenca do terceiro molar 2. Area de
confluéncia éssea abrupta com a regidao dos dentes 3. Biomecanicamente o
angulo representa uma regido de “alavanca”. As fraturas de angulo
representam um empasse cientifico, pois s&o relatadas inumeras
complicagdes associadas ao seu tratamento. Outra questdo importante a ser
listada seriam as variagbes quanto a técnica empregada e a habilidade do
cirurgido. Para minimizar estas variaveis, 0 mesmo preceptor acompanhou
aproximadamente 95% das cirurgias desta pesquisa. As duas opgdes de
tratamento avaliadas foram: 1. Reduc¢do fechada ou acesso intra-oral, com
fixagdo nao rigida 2. Redugéo aberta e fixagdo por placas de reconstrugéo
(AO/ASIF). Nas abordagens intra-orais foram observadas as seguintes
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opgcdes de fixagcdo: parafusos na técnica lag screw, duas mini-placas
compressivas sistema 2.0, duas placas compressivas sistema 2.4, duas
placas nao-compressivas (Principios de Champy), uma miniplaca maleavel
nao-compressiva. O indice de complicagdes encontradas foi de 17%, muito
inferior a média mundial. Especialmente quando se considera a utilizagcao de
uma unica mini-placa, os indices de complicagées foram consideravelmente
inferiores. Cientificamente, a questdo sobre qual a técnica ideal para
promover o melhor resultado é erspectiva randomizada de estudo. Este tipo
de estudo varia de acordo com a experiéncia do operador, da populacédo de
pacientes e de fatores externos que também afetam o resultado, como
habitos de higiene, culturais e econbémicos da amostragem. Novos estudos
seriam necessarios para se determinar quais dos fatores extrinsecos teriam
maior impacto na qualidade de tratamento.

33. Zaffe D, Bertoldi C, Consolo U. Element release from titanium devices
used in oral and maxillofacial surgery. Biomaterials 24:1093-1099, 2003
Nesta pesquisa foram removidos 21 telas e 10 placas de titénio, apds 6 a 24
meses de implantacdo, em pacientes que apresentavam auséncia de
sintomatologia clinica, para analise por microscopia de varredura, sistema
EDS, de mapeamento de superficie. Procurou-se investigar de ions de titanio
poderiam ser encontrados em distadncias maiores, nos tecidos duros e moles,
em torno do material implantado. Os resultados obtidos sugerem que o tecido
depositado € composto fibras colagenas, entremeadas por fibroblastos, sem
evidéncias de polimorfismo ou infiltrado linfocitario. Estes ions se desprendem
apenas no tecido adjacente ao material, com uma distancia maxima de 1mm,
nao sendo capazes de interferir no processo osteogénico, mas sim,
possivelmente, de interagir com este processo a ponto de favorecer o
crescimento 0sseo. Pode-se concluir que existe uma inter-relagdo e uma
interacao entre o titdnio e 0 0sso. Se considerarmos a aposicao 0ssea sobre a
superficie do titanio, como o unico bloqueio para a propagagao idnica, 0s
achados morfolégicos mostrando a afinidade do osso pelo titénio, e o fator de
o titdnio apresentar, dentre os metais, a melhor capacidade de
osseointegragao.

39. Peltoniemi HH, Tulamo RM, Toivonen T. Intraosseous Plating: A New
Method for Biodegradable Osteofixation in Craniofacial Surgery. The J
Craniofac Surg 9:171-176, 1998

Os materiais biodegradaveis sdo uma alternativa especial para as técnicas
cirargicas pois n&do necessitam de uma intervengdo para sua remogao,
especialmente em areas de tecido mole delgado, onde as placas se tornam
palpaveis. As placas e parafusos de PLLA associadas a particula de reforgo
(SR-PLLA) foram implantadas na calvaria de seis ovelhas jovens, e
analisadas histologicamente apos o periodo de 6, 20, 52 semanas de
implantacdo. Nao foram evidenciadas reagao de corpo estranho ou processo
inflamatorio durante o periodo observacional. Sinais de fragmentagcdo do
material ndo foram evidenciados. Com 52 semanas de controle, a cabeca dos
parafusos havia perdido discretamente seu formato inicial, mas as espiras dos
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parafusos e o contorno das placas estava intacto. Um periodo observacional
mais longo seria necessario para se avaliar o comportamento reabsortivo do
material.

40. Haers PE, Sailer HF. Biodegradable self-reinforced poly-L/DL-lactide
plates and screws in bimaxillary orthognathic surgery: short term skeletal
stability and material related failures. J of Cranio Maxillofac Surg 26:363-372,
1998

Haers e Sailer avaliaram a estabilidade pds-operatéria, bem como a
capacidade de quebra do material em placas e parafusos de poli-L/DL-lactido
(polimero com particulas de reforgo), em 10 pacientes submetidos a
osteotomias combinadas em maxila e mandibula simultaneamente, sem uso
de bloqueio maxilo-mandibular no pods-operatério. Nenhuma das placas
empregadas se rompeu durante o manuseio ou, no periodo de controle.
Quebra na cabeca dos parafusos foram observadas em 3,9% da amostra. O
material foi considerado comparavel ou sistema de titdnio, na estabilizagao
das osteotomias faciais.

34. Suuronen R, Pohjonen T, Hietanen J, Lindqvist C. A 5-year in vitro and in
vivo study of the biodegradation of poly-lactide plates. J Oral Maxillofac Surg
56:604-614, 1998

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual e o processo de
degracéo das placas com particulas de reforgco (SR-PLLA), implantadas em
mandibula de ovelhas, bem como a observacido in vitro do processo de
degradagdpcom acompanhamento de 5 anos. Apds cinco anos de controle, o
material encontrava-se praticamente todo absorvido, mas pequenas particulas
de polimero foram encontradas no local de implantagdo do material. O
material desintegra-se consideravelmente mais rapido in vivo do que in vitro.
In vivo as placas foram posiconadas para estabilizar fraturas de corpo
mandibular. In vitro, o material foi mergulhado em solu¢gdo aquosa de buferato
de fosfato, ph 6.10 e 0.12 mol/L, sobre constante temperatura de 37°C. Em
todos os espécimes obtidos foram tomadas imagens em CT scan e analise
histologica. Até o periodo de controle de 2 anos, o peso molecular e as
propriedades térmicas do material se mantiveram praticamente intactas,
indicando que os cristais de PLLA sdo extremamente resistentes a
degradacgédo por simples hidrdlise, in vitro. In vivo o material apresentava
indicios do poderia se considerar o inicio da desintegragdo. Sinais clinicos de
reacao de corpo estranho nao foram observados.

37. Peltoniemi H, Ashammakhi N, Kontio R, Waris T, Salo A, Lindqvist C,
Gratz K, Suuronen R. The use of bioabsorbable osteofixation devices in
craniomaxillofacial surgery. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
94:5-14, 2002

Com o aumento da indicagdo e do uso na pratica clinica, e o interesse pela
utilizacdo dos materiais absorviveis nas cirurgias craniomaxilofaciais,
considerou-se a necessidade de realizar uma revisdo trazendo os pros e os
contras, de interesse pratico para os cirurgides. As opinides se diferem sobre
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a indicacao: apenas em criangas ou em adultos também pode ser aplicado,
em fraturas do tergo médio ou em mandibula também. Embora as mini-placas
de titdnio tenham se desenvolvido muito ultimamente, estes materiais ainda
sdo associados a fatores de risco, especialmente em criangas muito
pequenas. A interferéncia dos implantes metalicos em exames de imagem
como tomografias e ressonéncias magnéticas também fazem dos polimeros,
que sao radiolucidos, uma escolha a ser considerada. Tratamentos
radioterapicos diretamente sobre a area de implantagdo do material
absorvivel também sio tolerados, sem alterar as propriedades mecanicas,
pois os polimeros sdo considerados equivalentes tecidualmente.

Quanto ao processo de reabsorcdo do material, o PGA absorve mais
rapidamente, mas deixa mais subprodutos até ser totalmente metabolizado
em dioxido de carbono e agua. O PLLA é mais tolerante aos tecidos
adjacentes, mas seu uso na forma isolada ndo demonstrou resultados
adequados.

Indicacbes para o uso dos materiais absorviveis: Trauma em maxila, em
fraturas favoraveis de mandibula, assoalho orbitario, zigoma, sutura fronto-
zigomatica, cirurgias eletivas corretivas de deformidade em maxila, mandibula
e craniotomia, fixacdo de enxertos costo-condrais, cirurgias de tumores,
fixagcado de enxertos vascularizados, engenharia tecidual e regeneragao 6ssea
guiada. As precaugbes a serem tomadas sdo no sentidos das reagdes
macrofagocitarias, neutrofilicas e reacdo de corpo estranho. Normalmente
estes eventos se restringem a observagdes histolégicas, entretanto, alguns
pacientes relatam edema persistente, com drenagem de transudato
inflamatdrio. Estes fatores contudo, n&o alteram o processo de reparo 0sseo.
Os materiais absorviveis ndo devem ser indicados na substituicado de placas
de reconstrugcdo, apenas em situagdes clinicas onde as mini-placas estao
indicadas.

28. Hochuli-Vieira E, Cabrini Gabrielli MA, Pereira-Filho VA, Gabrielli MFR,
Padilha JG. Rigid internal fixation with titanium versus bioresobbable
miniplates in the repair of mandibular fractures in rabbits. Int J Oral Maxillofac
Surg 34:167-173, 2005

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o processo de reparo 6ésseo em fraturas
mandibulares, estabilizadas respectivamente por placas e parafusos de titanio
e comparadas com o grupo das fraturas estabilizadas por placas e parafusos
de PGA/PLLA. Foram utilizados 30 coelhos. Realizou-se uma fratura unilateral
em regiao entre o canino e o pré-molar e os grupos foram comparados entre
si quanto ao potencial de reparo e as reagdes inflamatdrias. Histologicamente,
0s grupos ndo diferenciaram-se entre si de acordo com a presenca de
processo inflamatério. Observou-se uma remodelacdo das espiras do
parafusos no periodo de controle desta pesquisa. Uma pequena diferenga
quanto a estabilidade da fratura foi observada entre 15 e 30 dias. No grupo |
observou-se uma unido O0ssea mais rapida, mas apos 60 dias os grupos
apresentaram indices equivalentes, provando serem suficientemente capazes
de promover o reparo 60sseo. O processo de reabsor¢gdo do material ndo
causou reacao inflamatdria ou presenca de reagao de corpo estranho durante
o periodo analisado.
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1. Bayat M, Garajei A, Ghorbani K, Motamedi MHK. Treatment of Mandibular
Angle Fractures Using a Single Bioresorbable Miniplate. J Oral Maxillofac
Surg 68:1573-1577, 2010

Este estudo avalia o tratamento das fraturas de angulo mandibular,
estabilizadas por uma unica mini-placa absorvivel, em 19 pacientes,
apresentando fratura unilateral. A indicacdo para reducdo aberta e fixagao
limitou-se as fraturas ocorridas no maximo 4 dias antes da intervencéao.
Pacientes com infec¢des, doencgas sistémicas, desdentados ou apresentando
deformidade, e fraturas cominutas foram excluidos da amostra. Apds
posicionamento das barras tipo Erich, as fraturas foram expostas através de
uma incisdo intra-bucal. A fratura foi reduzida com oclusdo em maxima
intercuspidagcdo maxilo-mandibular. Elasticos leves foram mantidos por 14
dias de pos-operatorio. Apds 24 semanas, todas as fraturas apresentavam-se
consolidadas, clinica e radiograficamente. Dois pacientes apresentaram
infeccédo leve, com edema e drenagem purulenta com 12 e 20 semanas da
cirurgia, todos tratados por antibidticoterapia. Um paciente apresentou
mordida cruzada posterior apds 20 dias, tratada por terapia de elasticos. A
maioria relatou dor leve, que se postergou até no maximo por 2 semanas.
Cinco parafusos fraturaram no momento da insergédo, foram imediatamente
removidos e novos parafusos foram reposicionados. Baseado nesta
amostragem limitada pode-se afirmar que o sistema absorvivel foi efetivo para
a estabilizacdo das fraturas mandibulares, entretanto mais pesquisas sao
necessarias.

34. Yerit K, Hainich S, Enislidis G et al. Bidegradable fixation of mandibular
fractures in children: Stability and early results, Oral Surg Oral Med Oral
Pathol 100:17, 2005

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia e a seguranga das placas e
parafusos de SR-PLDLA na estabilizacdo de fraturas mandibulares em 13
criangas, com idade média de 12 anos (variando entre 5 a 16 anos). Todas as
fraturas estavam estabilizadas em um periodo de controle de até 26,5 meses.
Em todos os casos o material propiciou estabilidade satisfatéria durante a
fase inicial. Nao foram evidenciadas complicagdes durante o periodo de
controle. Edema e processo inflamatorio dos tecidos moles e duros no
periodo inicial foi pouco observado. A presenca dos dentes deciduos é um
fator importante a ser considerado, pois dificulta a insercdo do material.
Placas e parafusos ndo absorviveis ndao poderiam ocupar 0 mesmo
posicionamento dos materiais aborviveis, por afetarem a denticdo
permanente, como nos casos de fratura de sinfise e parasinfisaria. Em
criangas maiores esta ndo chega a ser uma limitacdo. Neste estudo nado
foram observados anomalias e assimetrias de crescimento facial, como
reportado na literatura. Assume-se que a reabsor¢cédo dos implantes nao afeta
o crescimento mandibular. A reabsor¢cao do do material parece nao influenciar
no reparo ou no crescimento 6sseo. Um fato importante a ser considerado é a
maleabilidade 6ssea das criangas. Este osso ainda esta remodelando e
apresenta alto potencial osteogénico, se comparado ao do adulto. Esta
caracteristica contribue para um reparo mais rapido e sélido do osso durante
o periodo de imobilizagdo. Novas pesquisas sao necessarias para se
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compreender a degradacdo, a biocompatibilidade e também o futuro
crescimento 6sseo sem causar assimetria.

39. Laughlin R, Block M, Wilk R et al. Resorbable plates for fixation of
mandibular fractures. J Oral Maxillofac Surg 65:89, 2007

A hipétese para esta revisdo prospectiva € de que as placas absorviveis
apresentam a mesma performance das placas de titanio, quando utilizadas no
reparo das fraturas mandibulares, quando se avalia a unido éssea e o retorno
as atividades funcionais. Para se provar esta hipotese, epecificos critérios de
comparagao foram estabelecidos para se comparar as normas da fixagao
rigida metalica descritas na literatura. O primeiro ponto a se considerar foi a
analise da unido da fratura e o retorno a fungdo normal. O segundo ponto
incluiu a incidéncia de complicagdes como infec¢des, unido inadequada da
fratura, deiscéncia de tecido mole, a necessidade de se revisar a cirurgia,
alteracbes técnicas especificas, tempo de operagcdo, e a curva de
aprendizado para treinar o cirurgido. Este estudo prospectivo avalia 50
fraturas mandibulares. Todas as fraturas foram abordadas através de uma
incisdo intra-oral. Ndo foram observados sinais de falta de unido ou
instabilidade das fraturas. Trés pacientes apresentaram processos
infecciosos, dois deles tratados cirurgicamente para substituicdo do material e
outro apenas com drenagem e antibidticoterapia. Trés pacientes
apresentaram alteragéo oclusal apds 2 semanas, tratadas por elasticos. Duas
fraturas apresentaram-se desalinhadas radiograficamente apos 8 semanas,
entretanto os pacientes apresentavam oclusao estavel. No total, 12 cabegas
de parafusos fraturaram, e os parafusos tiveram de ser substituidos. Baseada
nesta série limitada, a hipotese deste estudo foi validada.



3.2 Materiais e Método Completo

3.2.1 Respaldo Etico da Pesquisa

Esta pesquisa foi submetida a avaliagdo e aprovacao pela Comissao
Cientifica e de Etica no uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica
do Parana (CEUA-PUCPR), protocolado sob o numero 60.07, registro 209

(Anexo).

Nesta pesquisa, foram respeitados os principios éticos na
experimentagdo animal, bem como as normas para a pratica didatico-
cientifica da vivisseccdo dos mesmos, de acordo com a Lei 6.638/79
(GOLDIN, 1995) (Anexo).

3.2.2 Caracterizagao

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pds-graduagdo em
Odontologia, area de concentragcdo Estomatologia, da Faculdade de
Odontologia da Pontificia Universidade Catodlica do Parana (PUCPR), como
parte integrante da Linha de Pesquisa de Biomateriais em Odontologia.

3.2.3 Questdes da Pesquisa

Analisando-se comparativamente trés opcg¢des de sistemas de
fixagdo interna por placas e parafusos em fratura de mandibula procurar-

se-a investigar se:

- Existem diferencas histologicas e histomorfométricas no
processo de reparo 0Osseo, para os trés sistemas de

fixagao?

27
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3.2.4 Configuragdo da amostra

Para a amostra, foram selecionados 15 coelhos (Orictolagus
cuniculus), machos, albinos, linhagem Nova Zeléndia, com peso entre 2,5 e
3,0 kg, e aproximadamente 90 dias de vida. Os animais utilizados foram
criados pelo método Ran Rotacional, de criagdo heterogénica, e mantidos
em condi¢cdes sanitarias de biotério convencional. Os coelhos eleitos
apresentavam-se clinicamente sadios e foram submetidos a controle de
ectoparasitas e endoparasitas pelo médico veterinario responsavel pelo
biotério da PUCPR antes de constituirem a populagdo desta pesquisa.
Foram coletadas fezes para exames parasitologicos periddicos, no intuito

de se excluir espécimes que apresentassem evidéncias de infestagao.

Foram efetuadas osteotomias em regido de angulo mandibular,
unilateralmente. O padrdo operado, para todos os animais, foi o lado
esquerdo, e os sistemas de fixagdo empregados foram compostos por: Grupo
I: 1 placa e 4 parafusos metalicos (titanio), Grupo Il: 1 placa e 4 parafusos
PGA/PLLA, Grupo Ill: 1 placa de PGA/PLLA e 4 parafusos de titanio. Os
animais foram mortos apdés 60 dias da implantacdo. As amostras foram
encaminhadas para a analise das reacdes teciduais da linha de reparo ésseo,
das extremidades da osteotomia e do tecido adjacente ao material

implantado.

3.2.5 Organizagéo dos Grupos

Os 15 animais foram divididos, por amostragem aleatoria simples,
em 3 grupos de 5 coelhos cada, para a analise por microscopia Optica. Os
grupos se diferenciam quanto ao material de fixagdo empregado.

Todos os animais foram identificados por numeragcao e acomodados
individualmente em gaiolas plasticas, com grade metalica superior, e chao
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coberto por serragem. As gaiolas foram higienizadas diariamente, e mantidas
sob a temperatura ambiente de 23°C, no intuito de diminuir os riscos de
contaminacgéo e infeccdes. Agua e ragéo foram fornecidas ad libitum.

3.2.6 Ciritérios de inclusao / exclusao

Para que os animais pudessem ser incluidos nos experimentos,
deveriam:
- estar em bom estado nutricional;

- chegar ao final do periodo de observagdo com bom estado de saude;

O critério avaliado para exclusdo dos animais abrageu:

- morte do animal antes do fim do experimento;

3.2.7 Técnica Cirurgica

As cirurgias foram realizadas dentro dos padroes de anti-sepsia e
assepsia para todos os animais. Toda a equipe cirurgica utilizou
equipamento de protegao individual (EPI).

Os coelhos foram primeiramente sedados com Xilazina base'
(Coopazine®) intramuscular (0,75 ml/5 kg). A Xilazina base atua como
sedativo, onde se deseja analgesia e relaxamento muscular (Site do
fabricante™).

O estado de anestesia foi obtido pela acdo do Cloridrato de
Ketamina 50 mg? (Vetanarcol®) endovenoso (1 a 5 mg/kg) (Figura 1). O
Cloridrato de Ketamina é um anestésico geral, injetavel, ndo barbiturico e
de acgao rapida, que interrompe de forma seletiva os mecanismos de

' Xilazina base (Coopazine®)- Shering-plough www.spah.com.br
* Cloridrato de Ketamina 50 mg (Vetanarcol®)- Kénig do Brasil www.konigvet.com.br




associagdo do cérebro, promovendo intensa analgesia, sem promover

obstrucao das vias aéreas (Site do fabricante™).

A antibidticoterapia foi iniciada no pré-operatorio imediato aplicando-
se via subcutanea (0,5 ml/kg) de Sulfato de gentamicina 40 mg?
(Gentatec®). A gentamicina foi mantida por 7 dias, 1 aplicagao diaria para
prevenir infeccbes por gram-positivos e gram negativos (Site do

fabricante™).

Flunixina meglumina 83 mg* (Banamine®) foi aplicada como terapia
analgésica, via intramuscular (1,1 ml/kg), a cada 12 horas, por um periodo
de 3 a 5 dias, enquanto permanecesse os sintomas de dor, como
inapeténcia. O Banamine® €& um antiinflamatério, nao-narcético, nao
esterdide, que apresenta potente acdo analgésica, antitérmica e anti-
endotoxica indicado para o tratamento da dor aguda, pos-cirugica em

animais (Site do fabricante™).

ApoOs a obtengao do efeito anestésico foi procedida a tricotomia da
regido mandibular esquerda, com aparelho de barbear®, para se evitar

lesdo epidérmica (Figura 2).

Procedeu-se a antissepsia da pele do animal com alcool iodado
0,5%?°. e o isolamento da regido, com campo fenestrado esterilizado (Figura
3). O acesso a mandibula do animal foi obtido por meio de incisao,
utilizando-se l1amina de aco inox n° 15’ montada em cabo de bisturi n°3,
longitudinal de aproximadamente 3,0 cm de extens&o na pele e no tecido
subcutaneo (Figura 4). A pele e o musculo adjacente foram dissecados até
a exposigao do periosteo. Este periosteo foi incisado e divulsionado para a
visualizagao de todo a regido do angulo mandibular (Figura 5).

’ Sulfato de gentamicina 40 mg (Gentatec®)- Chemitec www.chemitec.com.br
* Flunixina meglumina 83 mg (Banamine®)- Shering-plough www.spah.com.br
> Philips®

% Merck S. A. — Rio de Janeiro — RJ/Brasil

7BD Lamina — Curitiba — PR/Brasil
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Com o objetivo de se padronizar a area de implantagdo, e nao
causar interferéncia ao tecido a ser analisado, o local de trabalho foi
estabelecido a partir do angulo mandibular.

Foi promovida primeiramente, a regularizagdo da cortical Ossea
vestibular, com uma broca fresa multilaminada® acoplada a peca de mao
reta, para facilitar a adaptacdo das placas, e a posterior analise por
microscopia eletronica. As osteotomias foram executadas por uma peca de
mao reta®, acoplada a um motor elétrico de baixa rotagdo'®, com uma broca
tronco-conica multilaminada, nimero 702" para promover a linha de fratura
na mandibula, seguida do completo seccionamento por cinzéis e martelo

cirtirgico' (Figura 6).

A adaptagdo das miniplacas de titanio™ a linha de osteotomia se
deu por compressdo manual. Foram efetuadas 2 perfuragdes em cada lado
da fratura, para instalacdo dos parafusos de cada sistema de fixacdo. As
perfuracdes para a insercdo dos parafusos metalicos medindo 2.0 mm de
diametro e 5 mm de comprimento, foram executadas com motor de baixa
rotacdo e peca de mao reta, com broca com batente de protecdo de 2,0
mm de comprimento, e 1,5 mm de didmetro, sob abundante irrigagdo com
solugéo salina de soro fisiologico 0,9% e aspiragdo concomitante (Figura
7). A adaptagdo das placas absorviveis'*foi realizada através da imers&o
em Solucdo Salina 10% previamente aquecida, e adaptagdo manual aos
contornos Osseos. As perfuragcbes para instalacdo dos parafusos
absorviveis medindo 2.0 mm de didmetro e 5 mm de comprimento foram
executadas com broca de 1.5 mm de didmetro, com batente de protecao,
adaptada em baixa rotacédo e, uso macheador, para confeccdo do macho

de rosca (Figura 8). A adaptacédo das placas absorviveis que receberam

¥ Komet - Alemanha

’ Kavo do Brasil

' Driller / Dentoflex

"' Komet - Alemanha

2 Quinelato®- Industria de Materiais Cirdrgicos- Bauru/SP

"> Neoortho®- Industria de Sistemas de Fixag&o Interna Rigida- Curitiba/PR
'* WLorenz®- Biomet Microfixation Manufectures USA
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parafusos metalicos se procedeu dentro dos padrdes descritos
anteriormente (Figura 9).

Apés cuidadoso reposicionamento do peridosteo em sua localizagao
original, foi realizada a sintese do periosteo por pontos simples, e da ferida
operatoria pela técnica continua simples, utilizando-se fio monofilamentar
de nylon (4-0)"° de 45 cm de comprimento, montado em agulha atraumatica
semicircular de 1,5 cm de comprimento e secao triangular (Figura 10). O
local da sintese foi protegido, por um periodo de 7 dias, com uma fita

adesiva cirtirgica hipoalergénica microporosa'®.

Realizado o procedimento cirurgico, os animais permaneceram no
Biotério da PUCPR, acomodados em gaiolas plasticas, mantidos em
condigbes adequadas de temperatura (25°C), umidade e ventilagao,
identificados e numerados de acordo com o grupo correspondente e

assistidos diariamente, pelos técnicos e pesquisadores, até a sua morte.

Figura 1- Administracdo do Anestésico Endovenoso na veia auricular esquerda

Fonte: Dados da pesquisa (FO PUCPR 2013)

15 Ethicon Co — Sao Paulo — SP/Brasil
' Micropore - Ethicon Co — Sd0 Paulo — SP/Brasil
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Figura 2- Tricotomia da regido do angulo esquero da mandibula

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)

Figura 3- Anti-sepsia da pele do animal com alcool iodado 0,5% e o isolamento do campo
operatério com campo cirurgico fenestrado

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)
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Figura 4- Incisdo longitudinal de aproximadamente 3,0 cm de extensdo na pele e no tecido
subcutaneo

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)

M i degs’

Figura 5- Divulsdo do periosteo até a visualizagdo de todo a regido de angulo mandibular

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)
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e R < -/ \
Figura 6- A osteotomia executada por peca de mao reta, com uma broca tronco-cénica
numero 701, para promover a linha de fratura na mandibula

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)



36

Figura 8- Adaptacao da placa e dos 4 parafusos de PGA/PLLA

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)

Figura 9- Adaptacao da placa de PGA/PLLA e dos 4 parafusos de tianio

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)



Figura 10- Sintese do periésteo por pontos simples, e da ferida operatéria pela técnica
continua simples

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)

3.2.8 Morte dos animais e obten¢ao da amostra

Os coelhos foram mortos decorridos 60 dias da cirurgia. A morte
dos animais se deu por intoxicagdo através de injecado letal de tiopental

sodico", via intraperitoneal, apds sedagdo prévia com Xilazina base.

Para obtengcdo das amostras (pegas cirurgicas) foi realizada uma
incisdo longitudinal acompanhando a cicatriz cutdnea existente, na base
mandibular do lado operado. Apds minuciosa e completa exposicdo éssea
procedeu-se a remogao completa do osso.

Cada peca operatéria incluiu o material de osteosintese, removido
logo apos a obtencdo da amostra, e 0 osso peri-implantar. Para a remogéao
das pecas foram utilizados instrumentais especiais de cirurgia, pegca de

' Tiopental Sédico
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mao reta e uma broca tronco-cénica numero 701, acoplada a um motor
elétrico para osteotomizagdo do segmento proximal. O segmento medial da
peca operatoria foi osteotomizado, e o lateral obtido através da completa
luxacdo do condilo (Figura 11). As pegas cirurgicas foram fixadas em

solugao de formalina.

Os animais mortos foram contidos em sacos especiais, segundo os

critérios de controle de zoonoses, estabelecido pela vigilancia sanitaria.

Figura 11- Peca operatoéria obtida do angulo mandibular esquerdo (grupo I) apés remocgao da
placa e dos parafusos de titanio

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCPR, 2013)



3.2.9 Preparo do material para avaliagdo por microscopia de luz

As amostras foram descalcificadas em solugcdo de acido férmico a
1%, pH 6,9 por se tratarem de amostras de consisténcia dura, contendo
0sso. Os materiais de fixacdo metalicos foram removidos e as amostras
foram entdo, submetidas ao processamento histologico que inclui a
desidratacdo, diafanizagao e impregnagdo em parafina em autotécnico ou
histotécnico'®, através de banhos sucessivos em alcool 70%, 80%, 90%, e
3 banhos em alcool 100%, e mais 3 banhos em parafina liquida a 65°C,

todos por 1 hora.

A inclusdo do processo constituiu-se da confecgao dos blocos de
parafina. '° A obtencdo dos cortes histolégicos deu-se por microtomia,
através do corte dos blocos em micrétomo®. Foram realizados 4 cortes
histolégicos transversais em cada pega, com 5 ym de espessura. Estes
cortes foram entdo colocados em banho-maria contendo agua aquecida a
60°C e posteriormente, colocados em lamina de vidro contendo albumina
(clara de ovo + glicerina), servindo para aderir o corte histologico a lamina.
A secagem do material foi feita em estufa a 60°C?', por aproximadamente 1

hora.

A desparafinizacdo foi feita com xilol aquecido (3 x 5 min.), a
desidratac&o realizada com alcool etilico absoluto (3 x 2 min.), e por fim a

rehidratacdo com agua, por 10 minutos.

A coloracao das laminas foi realizada pela técnica da Hematoxilina e
Eosina (coloragao basica para nucleo e citoplasma celular), Tricrobmio de
Gomori (coloragdo para matriz Ossea) e coloracdo de Sirius-red
(observagao especifica da deposicdo de colageno). A montagem das

18 Aparelho Histotécnico- marca Leica®, modelo TP1020
19 Inclusor- marca Leica®, modelo EG1160
20Microtomo- marca Leica®, RM2145

21 Estufa- marca Fanem®
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l&minas utilizou o método da colagem de Entellan (através de uma resina

propria para microscopia), e laminulas de vidro de tamanho 24 x 90 mm?.

3.2.10 Analise dos resultados

Analise por Microscopia de Luz

As laminas obtidas de cada animal foram submetidas ao exame
microscopico®® por meio do sistema computacional de captura e analise de
imagem - Image-Pro Plus®*. Sob um foco fixo e com clareza de campo, a
imagem do microscopio foi capturada pela camera de video® acoplada ao
microcomputador®®, em objetiva de 40 X, transformada em sinal elétrico na
forma analdgica, e transmitida para a tela do computador, onde a imagem
foi digitalizada, sendo constituida por um conjunto de pixels?’ (1 pixel = 6,5

Mm).

Todas as laminas foram codificadas, impossibilitando desta forma, a
identificacdo a qual grupo de estudo pertenceria cada lamina analisada.
Foram tomadas 10 imagens, distribuidas aleatoriamente ao longo da linha
do reparo 6sseo, para cada coloragao, totalizando-se 40 imagens para
cada animal. Nas 15 laminas analisadas da amostra foram obtidas 600
imagens, sob as mesmas condigcbes de luminosidade e aumento da
objetiva padronizado em 40X. Apos a captura das imagens, estas foram

salvas em formato JPEG.

22 Laminas de vidro- marca Meck®

* Microscoépio Optico, marca Olympus, modelo BX50.

2 Programa IMAGE-PRO® PLUS, vers&o 4.5.1 desenvolvido por MediaCybernetics.

> Marca Sony (CCD-Iris — Color Video Camera, modelo DXX-107A.

** Marca Compagq (Pentium 4, CPU 1.8 GHz, 128 MB de meméria RAM, HD 40 GB, sistema
operacional Microsoft Windows versao 2002).

> Pixel (Picture element) — Menor unidade grafica de uma imagem digital (ROMANS, 1995).
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3.2.10.1 Coloragdo de Hematoxilina-eosina

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia
de luz, visando o entendimento do processo de reparo 6sseo, bem como
das alteragdes teciduais em torno do material de fixacdo, através da
analise descritiva. Os aspectos histologicos das pegas Osseas foram
descritos levando-se em consideracdo a presenca de tecido fibroblastico,
células do reparo 0sseo e a neovascularizagdo (angiogénese) ao longo da
linha de osteotomia, através de 10 campos distribuidos aleatoriamente.

3.2.10.2 Coloragdo Tricrémio de Gomori

Para se determinar a quantidade de matriz éssea neoformada foram
obtidas 10 imagens aleatoriamente, ao longo da linha de reparo Osseo.
Selecionada a melhor resolug¢ao, aplicou-se a ferramenta do Image Pro Plus
conhecida como mascara. Os numeros representativos da area total de matriz
ossea (Um2) de acordo com uma meédia estatistica oferecida pelo programa,
foram transportados ao Excel (Anexo H e I).

3.2.10.3 Coloragdo de Sirius-red

Os parametros para quantificagdo do tecido fibroblastico foram
obtidos a partir de 10 campos distribuidos aleatoriamente na linha do
reparo 0sseo. Selecionada a melhor resolugdo, no mesmo campo, foram
tomadas duas imagens, a primeira ndo polarizada e a para a obtengao da
segunda imagem empregou-se uma lente?®, rodada no sentido anti-horario,
até a polarizagdo da imagem. Os numeros representativos da area total
(um?) de acordo com uma média estatistica oferecida pelo programa, foram
transportados ao Excel (Anexo H e [), para analise estatistica. Na imagem

polarizada, as fibras de colageno maduro coram-se em vermelho, e as

** Olympus U-Pot.



fibras de colageno imaturo coram-se em tons de verde. Estas fibras
colagenas foram demarcadas com o auxilio de uma ferramenta do
programa de computador Image Pro Plus, e calculada a média da area
(um?) de colageno presente na amostra. Afim de se padronizar o padrao de
colageno obtido, aplicou-se a todas as imagens uma ferramenta do
Programa Image Pro Plus chamada mascara. Esta mascara permite que o

operador determine o padrado de colageno maduro e imaturo (Figuras 12,
13, 14).

Figura 12 Figura 13 Figura 14

Figura 12- Padrdo das fibras colagenas maduras e imaturas

Figura 13- Pré-determinagao da mascara para as fibras colagenas imaturas

Figura 14- Pré-determinagao da mascara para as fibras colagenas maturas
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3.2.11 Analise estatistica

Os dados individuais de cada animal constantes nas Tabelas dos
Anexos foram submetidos as analises estatisticas, para os trés sistemas
de fixagdo 6ssea comparativamente, de acordo com os escores obtidos
pelo percentual de fibras colagenas maduras e imaturas, colageno
polarizado e ndo polarizado e area da matriz 6ssea. O nivel minimo de

significancia aceito é 5% (p < ou = 0,05).

Os dados quantitativos da microscopia com coloragao Sirius-red
(area do colageno maduro e imaturo, area de colageno polarizado e nao
polarizado e matriz éssea) foram submetidos aos testes de A NOVA para
se determinar se havia variancia entre os sistemas de fixagdo. Para as
variaveis heterogéneas (area do colageno maduro e imaturo, area de
colageno polarizado e ndo polarizado) aplicou-se o teste Games-Howell
para analisar-se o padrao de significancia de distribuicdo das fibras
colagenas entre os trés métodos de fixagdo 6ssea propostos.
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3.3 Normas para pratica didatico-cientifica da vivissec¢ao de animais

Art. 1° Fica permitida, em todo o territorio nacional, a vivissecgéo de
animais, nos termos da lei.
Art. 2° Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragcdes com
animais vivos deverao ser registrados em o6rgdo competente e por ele
autorizados a funcionar.
Art. 3° A vivissec¢ao nao sera permitida:

| — sem o emprego da anestesia;

Il — em centros de pesquisa e estudos nado registrados em 6rgéo
competente;

lll — sem supervisédo de técnico especializado;

IV - com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 dias em

biotério legalmente autorizados;

V — em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer

locais frequentados por menores de idade.
Art. 4° O animal s6 podera ser submetido as intervengdes recomendadas
nos protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou o0s
programas de aprendizagem cirdrgica, quando, durante ou apds a
vivissecgao, receber cuidados especiais.

Paragrafo 1 — Quando houver indicagdo, o animal podera ser

sacrificado sob estrita obediéncia as prescri¢gdes cientificas.

Paragrafo 2 — caso nado sejam sacrificados, os animais utilizados em

experiéncias ou demonstragdes somente poderao sair do biotério 30 (trinta)
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dias apos a intervencido, desde que destinados a pessoas ou entidades

idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5° Os infratores da lei estar&o sujeitos:
| — as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei
3.688 de 03/10/1941, no caso de ser a primeira infragao;
Il — a interdigdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro
de pesquisas, no caso de reincidéncia.

Art. 6° O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias,
regulamentara a presente Lei, especificando:
| — 0 érgéo competente para o registro e a expedicdo de autorizagéo
dos biotérios e centros de experiéncias e demonstracdes com
animais vivos;
Il — as condigdes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento
dos biotérios;
lll - érgédo e autoridades competentes para fiscalizagdo dos biotérios
em centros mencionados no inciso |.

Art. 7° Esta Lei entra em vigor na data da sua publicagao.

Art. 8° Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.
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3.4 Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pré-Reitoria Académica e de Pesquisa
Nucleo de Bioética

Curitiba, 02 de julho de 2007.
PARECER N. 60.07/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comité de Ftica No Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catélica do Parana, em reunio realizada no dia 25 de junho do corrente ano
avaliou o Projeto Intitulado “Andlise histolégica e mecanica das alteragdes nos tecidos
¢sseos adjacentes as placas e aos parafusos de titanio e bioabsosviveis (PLLA/PGA) -
Estudo comparativo em coelhos”, sob o registro no CEUA /PUCPR n° 209

O experimento classificado como de categoria C, sera realizado com 20 coelhos da
linhagem Orictolagos Cuniculos, Albinos que ao final do experimento serdo eutanasiados.

O colegiado do CEUA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas
éticas vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:

APROVADO

Lembramos. o senhor (a) pesquisador (a) que é obrigatério encaminhar relatério anual
parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA. .

Atenciosamente,

lima Sra.

Marina de Oliveira



3.5 Tabelas e Graficos da analise estatistica

4.5.1 Dados descritivos:
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95% Confidence Interval for Mean
Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
Mature Collagen itanium 50 X g X B 131m X X
Area (um2) PGAPLLA 50 60180,61 26985,68 3816,35 52511,36 67849,85 975,11 101918,88
Combined 50 159778,53 383533,23 54239,79 50779,59 26877747 55,10 1828683,60
Total 150 390803,85 862484,12 70421,53 251649,97 529957,73 55,10 4466636,50
Immature Titanium 50 154063,37 375863,71 53155,16 47244,08 260882,65 0,00 225934380
Collagen PGA/PLLA 50 6627,66 14185,10 2006,08 2596,30 10659,02 378 90127,67|
Area(um2) Combined 50 298268,80 721986,69 102104,34 93082,45 503455,14 7513,87 3258405,30
Total 150 152986,61 481891,46 39346,27 75237,85 230735,36 0,00 3258405,30
Polarized Titanium 50 1106515,79 1515766,18 214361,71 675739,81 1537291,77 10582,50 5382970,38
CollagenArea  pGA/PLLA 50 66808,26 29021,92 4104,32 58560,33 75056,20 744575 180255,34
(um2) Combined 50 458047,32 929215,12 131410,86 193967,31 72212734 10040,94 4023435,36
Total 150 543790,46 1106739,15 90364,87 365228,28 722352,64 7445,75 5382970,38
Not Polarized Titanium 50 2575160,52 308840762 436766,79 1697444,78 3452876,25 50513,76 7035765,00
CollagenArea  pGa/PLLA 50 89371,68 20771,62 293755 83468,45 95274,91 31184,07 111292,90
(um2) Combined 50 434837,70 930462,37 131587,25 170403,22 699272,18 52629,47 4904887,50
Total 150 1033123,30 215372752 175851,12 685639,18 1380607 42 31184,07 7035765,00
Area (um2) Titanium 50 3815396,12 16610860,55 2349130,43 -905358,22 8536150,46 113485,45 97251625,00
PGA/PLLA 50 555842,43 154608,34 21864,92 511903,23 599781,64 184511,50 802743,50
Combined 50 464150,93 175085,15 24760,78 414392,28 513909,58 155632,22 777335,56
Total 150 1611796,49 9654148,93 788257,96 54188,38 3169404,61 113485,45 97251625,00
4.5.2 Teste de homogeneidade de variancia:
Tevene
Statistic df1 df2 Sig.
Mature Collagen 108,667 147 0,0000
Area (um2)
Immature 17,240 147 0,0000
Collagen
Area(um2)
Polarized 60,318 147 0,0000
Collagen Area
(um2)
Not Polarized 353,185 147 0,0000
Collagen Area
(um2)
Area (um2) 8,228 147 0,0004
Sum of Squares df Mean Square F Sig. Observed Power®
Mature Collagen  Between 23000077 305038, 700 2 TTO053 30607060, 300 T0.015 0,0000 0,000063977|
Area (um2) Groups
Within 86931273051321,900 147 591369204430,761
Groups
Total 110837950447261,000 149
Immature Between 2126450822905,490 2 1063225411452,750 4,813 0,0094 0,790942175
Collagen Groups
Area(um2) Within 32474237000371,600 147 220913176873,276
Groups
Total 34600687823277,100 149
Polarized Between 27576184944741,900 2 13788092472370,900 13,082 0,0000 0,997075581
Collagen Area Groups
(um2) Within 154929676342674,000 147 1053943376480,770
Groups
Total 182505861287416,000 149
Not Polarized Between 181324578104594,000 2 90662289052297,000 26,141 0,0000 0,999999295
Collagen Area Groups
(um2) Within 509818211827156,000 147 3468151100865,010
Groups
Total 691142789931750,000 149
Area (um2) Between 364399031462670,000 2 182199515731335,000 1,981 0,1417 0,404517524
Groups
Within 13522787097562300,000 147 91991748963009,100
Groups
Total 13887186129025000,000 149
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454 Teste de Games-Howell (Multiplas Comparagbes) para variaveis

heterogéneas:
Mean Difference (I 95% Confidence Interval
Dependent Variable J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Mature Collagen  Trtamum - PGATLLA 89227 1.81522 TB0300,01002 T,0000 250207, 7528 T3000a5 8170 |
Area (um2) Combined 792673.89644 188328,40394 0,0003 339642,4481 1245705,3447
PGA/PLLA Titanium -892271.81522° 180389,01692 0,0000 -1328245,8776 -456297,7528
Combined -99597,91879 54373,88505 0,1699 -230975,3293 31779,4917
Combined  Titanium -792673.89644° 188328,40394 0,0003 -1245705,3447 -339642,4481
PGA/PLLA 99597,91879 54373,88505 0,1699 -31779,4917 230975,3293
Immature Titanium  PGA/PLLA 147435.71169" 53192,99637 0,0211 18883,7359 275987,6875
Collagen Combined -144205,42854 115111,97276 0,4264 -419545,9006 131135,0435
Area(um?) PGA/PLLA Titanium 147435.71169" 53192,99637 0,0211 -275987,6875 -18883,7359
Combined -291641.14023" 102124,04267 0,0170 -538461,0695 -44821,2110
Combined  Titanium 14420542854 115111,97276 0,4264 -131135,0435 419545,9006
PGA/PLLA 291641.14023" 102124,04267 0,0170 44821,2110 538461,0695
Polarized Titanium  PGA/PLLA 1039707.52692" 214400,99771 0,0000 521528,8347 1557886,2191
Collagen Area Combined 648468.46790° 251435,39359 0,0311 48192,0121 1248744,9237
(um2) PGA/PLLA Titanium -1039707.52692" 214400,99771 0,0000 -1557886,2191 -521528,8347
Combined -391239.05901" 131474,94137 0,0124 -708984,5113 -73493,6067
Combined  Titanium -648468.46790" 251435,39359 0,0311 -1248744,9237 -48192,0121
PGA/PLLA 391239.05901° 131474,94137 0,0124 73493,6067 708984,5113
Not Polarized Titanium  PGA/PLLA 2485788.83948" 436776,67247 0,0000 1430136,6542 3541441,0248
Collagen Area Combined 2140322.81648° 456158,34624 0,0001 1043030,9120 3237614,7209
(um2) PGA/PLLA Titanium -2485788.83948" 436776,67247 0,0000 -3541441,0248 -1430136,6542
Combined -345466.02300" 131620,03510 0,0305 -663571,5394 -27360,5066
Combined  Titanium -2140322.81648" 456158,34624 0,0001 -3237614,7209 -1043030,9120
PGA/PLLA 345466.02300° 131620,03510 0,0305 27360,5066 663571,5394

4.5.4.1

Grafico representativo da Area das fibras colagenas maduras (um?)
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4.5.4.2 Grafico representativo da Area das fibras colagenas imaturas (um?)
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4.5.4.3 Grafico representativo da Area das fibras colagenas polarizadas (um?)

95% Cl Polarized Collagen Area (um2)

4.5.4.4 Grafico representativo da Area das fibras colagenas nao polarizadas
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4.5.4.5 Grafico representativo da Area da matriz 6ssea (um?)
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