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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo investigar macroscopicamente e
microscopicamente o processo do reparo 6sseo no local da fratura mandibular em
coelhos da linhagem Nova Zelandia, com atencdo as miniplacas e aos parafusos
de titanio (Neoortho®), empregados como material de fixagcdo, em diferentes
periodos de tempo. Para a amostra foram selecionados 18 coelhos machos da
linhagem Nova Zelandia, com peso até 4000 gramas, distribuidos aleatoriamente
em trés grupos, de acordo com o periodo de tempo de observagdo dos animais.
Foram efetuadas osteotomias unilaterais em regido de angulo mandibular, fixadas
por uma miniplaca e quatro parafusos de titanio. Os animais foram mortos aos 30,
60 e 90 dias. Os resultados obtidos demonstram que, macroscopicamente, o
sistema se fixacao foi capaz de manter os segmentos 6sseos na posi¢do desejada,
sem propiciar complicagbes como processos infecciosos ou pigmentacdo aos
tecidos moles adjacentes. Histologicamente pode-se afirmar que o calo fibroso
esteja estabelecido aos 30 dias e o0 calo 6sseo aos 60 dias. O colageno tipo I,
maduro, é predominante na linha de reparo da fratura 6ssea, especialmente ao
periodo de 60 dias, entretanto a densidade do colageno tipo Il é maior. Em torno
das perfuragfes estes inices mantem-se proporcionais. O titanio induz ao intenso
crescimento 6sseo aposicional, sem apresentar potencial de dissolu¢éo nos tecidos
adjacentes, ou complicagcdes que indiqguem sua remocdo. Os indices de célcio
pouco variados entre os periodos de tempo sugerem que estabelecido o reparo da
fratura, o calo ésseo seja composto por 0sso corticalizado, de densidade mineral
padrédo. O sistema por placas e parafusos de titAnio se mostrou eficaz para o
tratamento das fraturas de angulo mandibular.

Fixagdo maxilo-mandibular; técnica de fixagdo maxilar; fratura facial; modelo
animal; mini-placas ésseas e parafusos 6sseos.’

% DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude — BireBnasil
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate, through macroscopic and
microscopic analysis the bone repair process in mandibular fractures in rabbits,
lineage New Zealand, with especial attention to the titanium plates and screws
(Neoortho®), applied as material fixation. For the sample 18 males rabbits were used,
with weight maximal to 4000 grams, randomly distributed in three groups, in
accordance with the period of observation time. The death of the animals occurred on
the 30th, 60th, 90th days. The obtained results demonstrate that, macroscopically the
bone fixation system was able to maintain the bone segments in the expected position,
without complications associated as healing problems or soft tissue pigmentation. The
histological founds may suggest that the fibrous callus is established to the 30 days
and the bone callus to the 60 days. The collagen type I, ripe, is predominant in the line
of bone repair, especially to the period of 60 days; however the density of the collagen
type Il is larger. Around the screws the collagen type does not vary accordance with
the periods of time. The titanium induces intensive appositional bone growth, without
presenting dissolution potential in the soft tissues around the implants surfaces, or
complications that indicate a latest removal. The little varied indexes of calcium among
the periods of time suggest that established the repair of the fracture, the bone callus
is composed by mature bone, which presents a standard mineral density. The system
for plates and screws of titanium was shown effective for the treatment of the fractures
of mandibular angle in rabbits.

Maxillomandibular fixation; jaw fixation technic&cial fracture; animal model; bone
plates; bone screws; internal fixatérs.

2 MeSH — Medical Subject Headings — National Librafyedicine - USA
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Figura 16: Imagem de corte histolégico do grupo I. Observa-se entre os bordos do
tecido cortical (TC), trama de fibras colagenas (FC), atividade angiogénica (AA),
atividade osteoclastica (OC) na linha de fratura 6ssea (LF). Aumento de 400X.
C0lOraga0 HE---------mmmmmm oo o

Figura 17: Imagem de corte histolégico do grupo |I. Observa-se neoformacgéo 6ssea
(NO) e trama de fibras colagenas (FC). Aumento de 400X. Colora¢ao HE--------------

Figura 18: Imagem de corte histoldgico do grupo I. Observa-se em torno das
perfuracdes o tecido cortical (TC) neoformado, trama de fibras colagenas (FC) e
atividade osteoclastica (OC). Aumento de 400X. Coloracdo HE

Figura 19: Imagem de corte histoldgico do grupo I. Observa-se em torno das
perfuracdes tecido medular (TM), trama de fibras colagenas (FC), atividade
osteocléastica (OC) e atividade angiogénica (AA). Aumento de 400X. Coloracao HE-

Figura 20: Imagem de corte histolégico do grupo Il. Observa-se na linha de fratura
o tecido cortical (TC), trama de fibras colagenas (FC), atividade osteoclastica (OC)
e neoformacédo 6ssea (NO). Aumento de 400X. Coloracado HE----------------------

Figura 21: Imagem de corte histolégico do grupo Il. Observa-se na linha de fratura
tecido cortical (TC), preenchido por uma trama de fibras colagenas (FC), atividade
angiogénica (AA) e inicio da neoformacdo Ossea (NO). Aumento de 400X.
(O0] (o] = Tor= Lo Jl o |

Figura 22: Imagem de corte histoldgico do grupo Il. Observa-se em torno da
perfuracdo uma trama de fibras coldgenas (FC) circular, atividade angiogénica
(AA), atividade osteoclastica (OC) e a neoformagédo 6ssea (NO). Aumento de 400X.
1070 [o) =T Lo Bl o o

Figura 23: Imagem de corte histoldgico do grupo Il. Observa-se em torno da
perfuracdo uma trama de fibras colagenas (FC) e neoformacdo Ossea (NO).
Aumento de 400X. Coloragéo HE mmmmmmmm e

Figura 24: Imagem de corte histolégico do grupo lll. Observa-se na linha de reparo
da fratura, uma trama de fibras colagenas (FC) orientadas e a neoformacdo 0ssea
(NO). Aumento de 400X. Coloragédo HE

Figura 25: Imagem de corte histolégico do grupo lll. Observa-se trama de fibras
colagenas (FC), atividade osteoclastica (OC), atividade osteoblastica (OB) e tecido
cortical (TC). Aumento de 400X. Coloragao HE------------=---=--m-mmmmmm oo

Figura 26: Imagem de corte histolégico do grupo lll. Observa-se em torno da
perfuracdo a trama de fibras colagenas (FC), atividade osteoblastica (OB) e tecido
cortical (TC). Aumento de 400X. Coloragao HE------------=-=-mmommmmmmmmomcm oo

Figura 27: Imagem de corte histolégico do grupo lll. Observa-se em torno da
perfuracdo trama de fibras colagenas (FC), atividade osteoclastica (OC) e a
neoformacao 6ssea (NO). Aumento de 400X. Coloragéo HE -
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Figura 28: Imagem de corte histologico do grupo | regido das perfuracoes.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
C0lOraga0o SR------mmmm oo

Figura 29: Imagem de corte histolégico do grupo | regido da fratura Ossea.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
1070 ] [0 =T o ] B

Figura 30: Imagem de corte histoldgico do grupo Il regido das perfuracoes.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
1070 [o] =T o ]

Figura 31: Imagem de corte histolégico do grupo Il regido da fratura Ossea.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
(00 [0 1= To- o R S

Figura 32: Imagem de corte histolégico do grupo Ill regido das perfuracoes.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
COlOraga0o SR------mmmm oo oo

Figura 33: Imagem de corte histologico do grupo Il regido da fratura éssea.
Observa-se trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. Aumento de 400X.
COlOraga0o SR------mmmm oo

Figura 34: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se perfuragéo 2 (P2), osso em
torno da placa (PL), perfuragéo 3 (P3), linha de fratura (LF). Aumento de 32X--------

Figura 35: Eletromicrografia do grupo I. Observa-se a lacuna correspondente a
linha de fratura. Aumento 100X e

Figura 36: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se osso maduro (OM), osso
imaturo (Ol) e a linha de fratura (LF). Aumento de 200X---- -

Figura 37: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se osso maduro (OM), osso
imaturo (Ol) repleto de osteoblastos. Aumento de 400X-------------=-=-m-mmomeemmmnn

Figura 38: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se a perfuragcédo 4 (P4) e as
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Figura 39: Eletromicrografia do grupo |. Observam-se as espiras do parafuso (EP)
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Figura 40: Eletromicrografia do grupo I. Observam-se através da analise por EDS
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Figura 41: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-se perfuragdo 2 (P2), 0Sso em
torno da placa (PL), perfuragéo 3 (P3), linha de fratura (LF). Aumento de 32X--------

Figura 42: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-se o0 0sso em torno da placa (PL),
perfuracdo 3 (P3) e linha de fratura (LF). Aumento de 32X-----
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Figura 43: Eletromicrografia do grupo Il em BSE. Observa-se a linha de fratura (LF)
e o canal de Havers (CH). Aumento de 65X---------------- -

Figura 44: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-se a perfuragéo 1 (P1), as espiras
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Figura 48: Eletromicrografia do grupo lll. Observa-se a perfuragdo 2 (P2), a
perfuracdo 3 (P3), o crescimento em torno da placa (PL) e a linha da fratura (LF).
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Figura 49: Eletromicrografia do grupo lll. Observa-se a perfuragdo 2 (P2), a
perfuracdo 3 (P3), o crescimento em torno da placa (PL) e a linha da fratura (LF).
AUMENLO 0 26X ----mmmmmm oo oo oo o

Figura 50: Eletromicrografia do grupo lll. Observa-se a linha da fratura (LF) e as
areas de neoformacéo 6ssea. Aumento de 400X-----------

Figura 51: Eletromicrografia do grupo Il em BSE. Observa-se a perfuracéo 2 (P2) e
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1 INTRODUCAO

As miniplacas desenvolvidas por Luhr e colaboradores no ano de 1967
trouxeram um grande desenvolvimento para a fixacdo das fraturas e
osteotomias do esqueleto facial (YAREMCHUCK et al., 1995). A partir de
entdo, varios sistemas de fixagdo interna rigida surgiram no mercado, a fim de

restaurar a forma e a funcao dos ossos fraturados ou deformados.

O titdnio tem sido largamente utilizado como material para implantes
dentarios, na fixagcdo maxilofacial e nas cirurgias ortopédicas, pelas suas
excelentes propriedades mecénicas e quimicas, e pela sua biocompatibilidade
(LONGE et al., 1998).

Miniplacas metélicas séo utilizadas para a estabilizagdo das fraturas nos
0ssos da face, mas a deciséo de se manter o material de fixacdo in sito deve
ser determinada por diversos fatores, entre eles a biocompatibilidade do
implante, a dificuldade no acesso cirdrgico e a escolha do paciente. As
implicac®es financeiras e o risco cirdrgico de uma segunda intervencao para a
remocdo do material também devem ser considerados. Na auséncia de
sintomatologia clinica os implantes poderiam ser mantidos (TORGERSEN et
al., 1994).

As fraturas do angulo mandibular em especial, sdo as que apresentam
maior indice de complica¢cdes, dentro das fraturas mandibulares, pois a
biomecéanica do angulo dificulta o tratamento nesta regido. A fixacdo interna
rigida tem sido empregada com sucesso no tratamento das fraturas faciais
durante as duas Ultimas décadas (SIDDIQUI et al., 2007) de acordo com 0s
principios estabelecidos por MICHELET et al. (1973) e CHAMPY et al. (1978).

O tecido 6sseo possui uma capacidade reparadora adequada e, em
muitas situacbes, é capaz de restabelecer perfeitamente a estrutura

arquitetbnica e as propriedades mecanicas, através de um processo complexo
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que envolve atividade local e sistémica do organismo. A extensdo e a
velocidade do reparo dependem da localizacdo anatbmica, do agente
etiologico, das dimensbes da lesdo, além das caracteristicas bioldgicas de
cada individuo. No entanto, a capacidade reparativa do osso tem limites e
também pode falhar, caso certas condicdes ndo forem atendidas. Fatores
determinantes como falhas de vascularizagéo e instabilidade mecanica podem
dificultar ou até mesmo impedir o adequado reparo 6sseo (PINHEIRO et al.,
2006).

As perdas Osseas promovidas por fraturas faciais ou processos
patolégicos do complexo estomatognéatico levam a constante busca pelo
aprimoramento de técnicas e materiais, capazes de promover o reparo efetivo
do tecido lesado. Apesar de conhecida, a cicatrizacdo 0ssea promovida pelas
placas e parafusos de titanio, empregados como sistema de fixagao interna
rigida, ainda € questionada na literatura, especialmente quanto a permanéncia

do material apds o periodo de consolidagédo 6ssea.

Os objetivos deste estudo s&o investigar macroscopicamente e
microscopicamente, o reparo da fratura 6ssea em angulo mandibular de
coelhos, em diferentes periodos de tempo e, avaliar a inocuidade do titanio
implantado, considerando as reacg0Oes fisicas e biologicas nos tecidos 6sseos

adjacentes.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO E BASES BIOLOGICAS PARA REPARO OSSEO

O tecido 6sseo é um tecido mineralizado rigido, de origem conjuntiva,
gue se dispbe formando o0s 0ssos, estruturas rigidas e resistentes que formam
0 esqueleto, apresentando propriedades mecénicas e bioldgicas distintas e
diferenciaveis. Ao lado do excelente comportamento mecéanico, 0 0sso exibe

um excelente potencial de reparo (SCHENK, 1996).

O tecido 6sseo serve de suporte e protecao para as partes moles e 0s
orgaos vitais, como o0s contidos nas caixas craniana e toracica e no canal
raquidiano. Aloja e protege a medula 6ssea, formadora das células do sangue.
Proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas contracdes
em movimentos Uteis, constituindo, assim, um sistema de alavancas que
amplia as for¢as geradas na contracdo muscular (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999).

O tecido esquelético calcificado € composto por uma matriz extracelular
gue contém tanto moléculas organicas, quanto cristais de hidroxiapatita. A
presenca desta porcdo mineral faz do osso um tecido de caracteristicas
singulares, ndo apenas pelo ponto de vista da biosintese, mas também pela
acdo catabdlita. A quantidade de tecido 0sseo presente durante a fase de
crescimento fisiolégico e na remodelagcdo, presente na fase adulta s&o
determinadas pelo equilibrio entre a formagé&o e a reabsorgéo 6ssea (LERNER,
2000).

A matriz organica do 0sso é constituida principalmente por colageno tipo

I, glicoproteinas sulfatadas e algumas proteoglicanas. A matriz colagena é



calcificada com cristais de hidréxiapatita, tornando o 0sso uma das substancias
mais duras do corpo (GARTNER e HIATT, 2002).

Diversos tipos celulares compdem o tecido 6sseo, dentre 0s quais:

- células osteoprogenitoras: € considerada uma célula de repouso ou de
reserva que pode ser estimulada para se transformar em um osteoblasto e
produzir matriz 6ssea (ROSS et al., 1993).

- osteoblastos: s&o células cubicas e cilindricas baixas, responsaveis
pela sintese da matriz 6ssea. A medida que produzem a matriz 6ssea, ficam
rodeados por esta matriz e, entdo, se tornam ostedcitos. Quando o0s
osteoblastos estdo quiescentes, eles perdem grande parte da maquinaria da
sintese protéica e se assemelham as células osteoprogenitoras (GARTNER e
HIATT, 2002).

- ostedcitos: sdo células discoides, achatadas, localizadas em lacunas, e
sdo responsaveis pela manutencdo do o0sso. Seus prolongamentos
citoplasmaticos entram em contato e formam jungBes comunicantes com
prolongamentos de outros ostedcitos no interior dos canaliculos (GARTNER e
HIATT, 2002).

- osteoclastos: sdo células multinucleadas derivadas dos mondcitos;
eles sdo responsaveis pela reabsorcdo Ossea. A cooperagdo entre
osteoclastos e osteoblastos é responsavel ndo sé pela formacgéo, remodelacéo
e reparo do 0sso, mas pela manutencdo, a longo prazo, da homeostase do
célcio e do fosfato no organismo (GARTNER e HIATT, 2002).

O osso compacto maduro € constituido por cerca de 70% de sais
inorganicos e 30% de matriz orgéanica por peso. O coldgeno constitui mais de
90% do componente organico, sendo 0 remanescente proteoglicanos da
substancia fundamental e um grupo de moléculas ndo-colagenas que parecem
estar implicadas na regulacdo da mineralizagdo do 0sso. O coldgeno do 0sso
representa cerca da metade do coldgeno corporal total e estd quase que
exclusivamente sob a forma das fibras do tipo | (YOUNG e HEATH, 2000).

As superficies internas e externas dos 0ssos sao recobertas por células

osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o endosteo e o peridsteo,
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respectivamente. A camada mais superficial do periésteo contém, sobretudo,
fibras coldgenas e fibroblastos (BURKITT et al., 1997).

Na sua porcdo mais profunda, o periésteo € mais celular e apresenta
células osteoprogenitoras, morfologicamente parecidas com os fibroblastos. As
células osteoprogenitoras multiplicam-se por mitose e diferenciam-se em
osteoblastos, desempenhando importante papel no crescimento dos 0ssos e
na reparacdo das fraturas. O endosteo é, em geral, constituido por uma
camada de células osteogénicas achatadas, revestindo as cavidades do 0sso
esponjoso, o canal medular, os canais de Havers e os de Volkmann (BURKITT
et al., 1997; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Os osteoblastos que finalizaram seu processo de diferenciagdo formam
uma camada unicelular, que recobre o 0sso compacto e 0 0SSO esponjoso.
Estes osteoblastos podem ser ativados para a producdo de tecido ésseo,
permanecer inativos na camada unicelular ou, podem ser envolvidos nas
etapas iniciais da reabsorcdo d6ssea. Os osteoclastos que irdo promover a
reabsorcdo 0ssea deverdo penetrar nesta camada de osteoblastos para atingir
a superficie 0ssea. Portanto, o processo de mineralizacdo ndo acontece na
camada unicelular dos osteoblastos, mas em uma camada de 0sso né&o
mineralizado que sempre sera mantida entre os osteoblastos e 0 0sso
mineralizado, chamado de ostedide (VAES, 1988). Como somente 0s
osteoclastos sdo capazes de promover a reabsor¢do do tecido 0Osseo
mineralizado, tanto a penetracédo de osteoblastos através da camada unicelular
quanto a remocdo do ostedide sdo necessérios para que o processo da

remodelagdo 6ssea ocorra (LERNER, 2000).

N&o apenas durante o desenvolvimento esquelético, mas também por
toda a vida, células advindas da linhagem dos osteoblastos sintetizam e
secretam determinadas moléculas que desencadeiam e controlam a
diferenciagcéo dos osteoclastos (DUCY et al., 2000). As alteragbes promovidas
no fenotipo dos osteoblastos permitem a secrecdo de enzimas proteoliticas, as
guais degradam a matriz extracelular constituida pelos ostedcitos, além de

estimularem a diferenciacdo das células progenitoras mononucleares dos
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osteoclastos, presentes no periosteo, transformando-as em osteoclastos ativos
multinucleares, para que, assim, possam iniciar o processo de reabsor¢cédo do
tecido 6sseo (LERNER, 2000).

A atividade osteoclastica € essencial para o processo fisiolégico de
reabsorcdo do osso durante o crescimento e a remodelacdo do esqueleto. Os
osteoclastos também desenvolvem papel primordial na manutengéo dos niveis
de célcio no organismo. Se esta atividade osteocléstica estiver acelerada,
poderd induzir a perda excessiva de tecido mineralizado em patologias como a
osteoporose, artrite reumatoide, periodontite e doengas malignas. Esta
atividade osteoclastica pode ainda estar diminuida, quer seja pelo decréscimo
do numero de osteoclastos ou da atividade propriamente, como nas doencas
osteopetréticas (LERNER, 2000).

Os sistemas haversianos desenvolvem-se no 0sso compacto, que pode
ter sido formado a partir de 0osso esponjoso fetal, por deposi¢éo direta de 0sso
compacto adulto (lamelas circunferenciais em osso adulto) ou pode ser 0sso
compacto antigo constituido por sistemas haversianos e lamelas intersticiais.
Em qualquer modalidade, é feito um tunel através do osso compacto pelos
osteoclastos. A medida que este tanel vai se formando, comega quase que
imediatamente, a deposicdo de tecido 0sseo em suas paredes. Os dois
aspectos da atividade celular sdo organizados como unidade de remodelacéo
O0ssea (ROSS et al., 1993).

A formacédo éssea depende de dois pré-requisitos: suprimento vascular
e amplo suporte mecéanico. Os osteoblastos exercem suas atividades apenas

nas proximidades adjacentes aos vasos sanguineos (SCHENK, 1996).

O processo de reparo 0sseo € descrito por trés fases: fase inflamatoria,
fase reparadora e fase de remodelacdo. A fase inflamatoria é caracterizada
pela formag&o de um coagulo sanguineo que envolve as superficies 6sseas no
local da leséo, estendendo-se pelo peridsteo e cavidades medulares proximas,
acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um

processo inflamatorio agudo com grande mobilizagdo de neutrdfilos e
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macrofagos, provocado pela liberagdo de substancias quimiotaticas (a exemplo
da histamina e serotonina) no local lesionado. Esta fagocitose tem como
objetivo iniciar a remocéo do coagulo das regifes necrosadas e dos ostedcitos
mortos que surgem nas superficies 6sseas da regido lesionada. Imediatamente
apos, inicia-se a fase reparadora com o aparecimento de um grande ndamero
de fibroblastos produtores de colageno tipo Il responsaveis pela formagéo de
um calo fibroso, no qual as fibras colagenas envolvem a regido lesionada. A
medida que a acdo dos macréfagos prossegue, reabsorvendo o coagulo e o
tecido Osseo necrosado, surge, gradativamente, uma nova rede capilar,
oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das
células mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido do coagulo
juntamente com fibroblastos e osteoblastos, para formar rapidamente, um novo
tecido 6sseo no local, por um processo de ossificacdo intramembranosa ou
endoconjuntiva, resultando em um o0sso imaturo. O calo 6sseo tem uma textura
propria, mais celular e menos mineralizada, indicando a rapidez do processo
de ossificacdo e justificando a denominagcdo de osso imaturo. Na fase
remodeladora, o calo 6sseo passa por uma série de processos de reabsorgéo
e neoformacdo até que a regido lesionada retome as caracteristicas
morfologicas, biomecéanicas e funcionais, as quais possuiam antes da lesao.
As atividades osteoblasticas e osteoclasticas removem o0s excessos de
material do calo ésseo, restabelecendo as cavidades 6sseas que existiam e
reconstroem os sistemas de Havers e o trabeculado de 0sso esponjoso na
mesma disposicdo anterior a lesdo (CATANZARO GUIMARAES, 1982;
POSPISILOVA, 1982).

A remodelagdo 6ssea fisiolégica € um processo complexo que resulta
na reabsorcdo do 0sso pré-existente de uma determinada area especifica,
seguida pela neoformacdo Ossea (HILL e ORTH, 1998). Desta forma, o
equilibrio da massa 6ssea depende da interag@o entre esses dois processos
(SWAMINATHAN, 2001).

O processo de reabsorgcdo éssea inclui a dissolugdo dos cristais de
hidroxiapatita e a quebra das proteinas da matriz 6ssea extracelular (LERNER,

2000). Morfologicamente e bioquimicamente, o processo de reabsor¢do 0ssea
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inicia-se pela dissolucdo de componentes inorganicos seguida da degradacéao
da matriz 6ssea. Com a evolugdo deste processo, 0S componentes organicos
sdo fagocitados através de vesiculas, enquanto que, 0Ss componentes
inorganicos sao conduzidos para o meio extracelular através da membrana
celular (SALO et al., 1997; LERNER et al., 1997).

Atualmente o termo formacédo Ossea € designado para descrever dois
processos bem distintos. Originalmente, a formagéo Ossea € definida pela
manutencdo da funcdo osteoblastica, como por exemplo, a deposicdo da
matriz 6ssea. A funcéo tardia da formagdo Ossea, no entanto, ocorre na fase
adulta a fim de se manter constante o indice de massa 0ssea, durante o
processo de remodelacdo (KARSENTY, 2000).

Entende-se por regeneracdo a substituicdo das células lesadas por
outras de mesma morfologia e fungcdo. No tecido 0Osseo, defeitos com
dimensdes pequenas reparam-se com facilidade sem deixar cicatriz fibrosa,
em virtude de dispor de mecanismo reparador semelhante ao da osteogénese
embriolégica (SEAL et al., 2001).

2. 2 FIXACAO INTERNA RIGIDA

A fixacdo interna rigida através de placas, parafusos, pinos e similares
tem sido aplicada por alguns anos. Esta técnica se tornou mais praticavel
qguando metais como 0 ago de alta qualidade, ligas de cromo-cobalto e o titanio
passaram a ser empregados na industria. A Associagdo para os Estudos da
Fixacdo Interna Rigida (ASIF) foi criada com o propoésito de se entender os
fatores necessarios para se fixar dois segmentos 0sseos com rigidez,

dispensando esplintagens externas (GRIFFTHS, 1978).

As miniplacas de titanio sdo frequentemente empregadas para promover
a fixacdo entre os segmentos 0sseos. Uma vez implantadas, estas placas

normalmente sdo deixadas no local, pelas propriedades de biocompatibilidade
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e resisténcia a corrosdo do titanio. Estas caracteristicas sédo proprias do titanio,
gue forma um filme denso, ndo-poroso e auto-regenerativo de 6xido de titanio
sobre a superficie, conhecido como |amina passiva (TiO,). Entretanto, outras
placas como as de aco ou de vitallium (liga de cromo-cobalto) devem ser
removidas pela presenca de metais como cromo, niquel, molibdénio, outrora
encontrados nos tecidos adjacentes (ROSENBERG et al., 1993; MOBERG et
al., 1989).

As placas compressivas de contato dinamico (LC-DCP) apresentam
retencbes entre os orificios de entrada dos parafusos, na sua face inferior,
permitindo uma reducdo no contato com a superficie O0ssea adjacente,
diminuindo-se desta maneira, as alteracfes indesejadas ao aporte sanguineo
local. As LC-DCP séao confeccionadas por puro titdnio comercial (Ti), e tem
sido utilizada como material de implante 6sseo por mais de trinta anos
(PERREN et al.,, 1990). Alguns autores afirmam que as placas de titanio
devessem ser removidas, para permitir a adaptacéo fisiologica do 0sso e para
prevenir reagdes de corpo estranho (FERGUSON et al., 1960; MORAN et al.,
1991).

O objetivo do tratamento das fraturas mandibulares € a recuperagéo da
forma e da anatomia pré-existentes, fungcéo oclusal e estética facial. Ainda que
estes objetivos possam ser alcangados com a reducédo fechada e o emprego
do bloqueio maxilo-mandibular, fraturas em condi¢gfes desfavoraveis requerem
reducdo aberta e fixagdo. O método também pode ser indicado quando o
bloqueio maxilo-mandibular n&o pode ser aplicado. Existem inUmeras
situagbes em que esta técnica pode estar contra-indicada, ou parcialmente
contra-indicada. Estas situagdes incluem pacientes portadores de epilepsia,
alcoolatras, dependentes quimicos, distarbio respiratorio obstrutivo crénico ou
qualguer condicdo em que as vias aéreas possam estar comprometidas
(KURIAKOSE et al., 1996).

Estudos de SHUBERT et al. (1997) demonstraram que a regido de
angulo mandibular apresenta uma qualidade de osso mais delgada em relagéo

ao o0sso do corpo, localizado anteriormente, e do ramo, localizado
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posteriormente. Forgas incidindo lateralmente, tendem a promover a fratura da
regido com menor secgdo transversa, no caso, 0 angulo mandibular.
Anatomicamente, esta regido representa a confluéncia abrupta do corpo na
posi¢do horizontal, com o ramo vertical, submetendo a regido a movimentos
geométricos de incidéncia de forca complexos, se comparados a superficies

lineares.

O beneficio de esclarecer aos cirurgibes sobre o uso de novas
tecnologias € essencialmente, proporcionar ao paciente a melhor terapia
existente e auxiliar, para que as técnicas comumente utilizadas sejam
reavaliadas (PIETRZAK et al. 1997). .

Cabe ao cirurgido, como investigador de praticas clinicas, estar certo de que
novos materiais, introduzidos no mercado, sdo seguros e eficazes

Dentre todas as fraturas ocorridas na mandibula, as fraturas do angulo
mandibular sdo as que ocorrem mais frequentemente. A etiologia destes
traumas pode estar associada a area de maior fragilidade do &angulo
mandibular. (Existem diversas razbes que poderiam explicar as freqientes
fraturas ocorridas na regido do angulo mandibular, dentre elas, 1) a presenca
do terceiro molar, 2) a espessura 6ssea mais delgada na dire¢do do dente, 3)
biomecanicamente o angulo pode ser considerado como uma area de

"alavanca" (ELLIS 111, 1999).

LANDES et al. (2003) sintetizaram alguns requisitos para um sistema de
sintese ideal:
» - ser facilmente adaptado e moldado.
e -ter um custo acessivel.
* - possuir uma estabilidade suficiente para manter a fixagao rigida.
* - possuir resisténcia suficiente para suportar a deformagéo pela
movimentacao.
» - ser biocompativel, sem causar reagdes adversas.

» - ser completamente reabsorvido, apds o periodo de fixagdo.

- ser delgado e ndo palpavel através dos tecidos moles.
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* - ndo propiciar reacdes inflamatérias nos tecidos moles a
eventual exposicao da placa.

» - ser compativel com terapias de radiag@o posteriores.

» - ser de facil aplicabilidade, requerendo poucos instrumentais

para sua insergao.

O objetivo primordial no desenvolvimento dos biomateriais para a
ortopedia sdo implantes que promovam a indugdo controlada, guiada e rapida
do reparo 6sseo. Para acelerar este processo de reparo cicatricial normal, a
insercdo destes implantes deveria resultar na formacdo de uma camada
interfacial com propriedades mecanicas adequadas. A fim de se alcancar estes
objetivos, uma melhor compreensédo dos eventos na interface entre o 0sso e 0
material se faz necesséria, bem como o desenvolvimento de novos materiais, e

de novas abordagens para promover a osseointegracdo (POPAT et al., 2007).

Os modelos animais foram desenvolvidos para se testar o reparo 6sseo
através das técnicas de engenharia tecidual, simulando as situacdes clinicas
reais. Diferentes estudos promovendo-se fraturas ésseas (fémur, tibia,
mandibula) em animais como cées, ovelhas, ratos e coelhos tém sido
promovidos para se avaliar o processo de reparo 0sseo, sob diferentes
métodos de tratamento (CANCEDDA et al., 2007).

2. 3 ANALISE CLINICA DA ESTABILIDADE DOS SISTEMAS DE FIXACAO
RIGIDA

Uma fixagéo interna rigida eficiente deve ser biocompativel, promover o
menor distlrbio para a vascularizacdo 6ssea adjacente possivel, e apresentar
propriedades mecénicas adequadas durante o periodo de implantacdo
(UNGERSBOCK et al., 1996).

Em estudo clinico com 281 casos de fixacao interna rigida por placas

compressivas (de aco e de titanio), ARENS et al. (1996) examinaram a



susceptibilidade de infeccdo prévia ap6s a implantagdo do material. A
diferenca entre os grupos examinados foi estatisticamente insignificante,
levando a concluir que, apesar de ainda ndo determinados, os fatores de risco
para promover infecgdo, apos reducdo aberta das fraturas e estabilizacdo por
placas compressivas, ndo parecem estar relacionados as caracteristicas do

implante como material, design, superficie e técnica.

KURIAKOSE et al. (1996) analisando comparativamente 266 fraturas
mandibulares fixadas pelo sistema rigido (AO/ASIF) e pelo sistema de
miniplacas, afirma que ndo foram observadas diferencas significativas quanto a
restauracdo da funcdo oclusal. As placas rigidas requerem abordagem
extrabucal, propiciando maior risco de lesdo ao nervo facial. A incidéncia de
infeccdo com necessidade de reintervengdo para remogéo do material esteve
mais presente no grupo das miniplacas. Fraturas cominutas de angulo
mandibular apresentaram melhores resultados, se estabilizadas pelo sistema

rigido.

Analisando 274 osteosinteses empregadas na estabilizagdo de fraturas
mandibulares, JAQUES et al. (1997) afirmam que o sistema de fixacao interna
rigida tipo AO permite adequado reparo ésseo, com evidéncia de poucas
complicacgfes, e retorno rapido as fungbes mandibulares normais. O sistema
rigido evita o emprego do bloqueio maxilo-mandibular, permitindo mobilizagédo

imediata da mandibula e a recuperagéo precoce do paciente.

JOHANSSON et al. (1999) compararam a susceptibilidade
bacterioldgica de dois tipos de fixagcdo interna rigida, as placas metalicas de
aco e de titnio, através da inoculagédo de Staphilococcus aureus em tibias de
coelhos. Nos testes experimentais com patdgenos hematogénicos por

contraste, o tipo do implante n&o pareceu ser relevante.

2. 4 ANALISE DA SUPERFICIE POR MICROSCOPIA DE LUZ
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Uma fratura, como qualquer lesdo traumética, produz hemorragia e
destruicdo tecidual. As primeiras alteracfes reparadoras sdo, assim, as que
ocorrem caracteristicamente em qualquer lesdo do tecido mole. Fibroblastos
em proliferacdo e concrescimentos capilares desenvolvem-se em dire¢cdo ao
coagulo sanguineo e area lesada, formando um tecido de granulacdo. A area €
também invadida por leucécitos polimorfonucleares e, mais tarde, por
macréfagos, que fagocitam os residuos histologicos. O tecido de granulagéo
torna-se gradualmente mais denso, e em proporgbes do mesmo, forma-se
cartlagem. Este tecido conjuntivo e cartilagem recém formados séo
designados como calo. Este serve para estabilizar e unir temporariamente o
osso fraturado. A medida que o processo ocorre, as células osteogénicas
dormentes do peridsteo crescem, tornando-se osteoblastos ativos. Do lado
externo do osso fraturado, inicialmente a certa distéancia da fratura, deposita-se
tecido Osseo. Essa formacdo de novo o0sso continua em direcdo as
extremidades fraturadas e forma, finalmente, uma camada semelhante a uma
bainha Gssea sobre o calo fibrocartilaginoso. A medida que o osso aumenta
em quantidade, gémulas osteogénicas invadem o calo fibroso e cartilaginoso,
substituindo-os por um calo 6sseo. Na substituicdo do calo fibrocartilaginoso, a
cartilagem sofre calcificagdo e absorcdo. O osso recém-formado € inicialmente
do tipo esponjoso e ndo compacto. Tranforma-se depois hum tipo compacto, e
o calo se reduz em diametro (KIRCHNER, 1973).

ONODERA et al. (1993) reportaram um caso de tratamento de
ameloblastoma com ressec¢do mandibular e reconstrucdo por uma placa de
tithnio no local do defeito. A pigmentagdo por titanio foi observada
clinicamente, nos tecidos moles em torno do material. A cadeia linfatica
submandibular foi analisada através de uma amostra coletada por bidpsia,
decorridos dois anos da implantacdo. Em analise por microscopia 6ptica, o

material coletado apresentava indicios da dissolugéo passiva do titanio.

ROSENBERG et al. (1993) identificaram particulas metalicas da placa

de aco, principalmente no interior do citoplasma das células gigantes.
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A coloragdo por HE é utilizada em histologia porque mostra as
caracteristicas estruturais e ndo porque forneca informagfes sobre as
caracteristicas quimicas dos cortes de tecido. Apesar de seus méritos, este
método ndo revela certos componentes estruturais dos cortes histologicos,
entre 0os quais o material elastico, fibras reticulares, membranas basais e
lipideos (ROSS et al., 1993).

No estudo de WEINGART et al. (1994) particulas delgadas de reagéo de
corpo estranho foram identificadas nos cortes histoldgicos, como uma
pigmentacado escurecida no interior do citoplasma de alguns macréfagos. Estas
delgadas particulas de plasma spray, depositadas na superficie dos implantes,
foram transportadas pelos fagdcitos a regido dos linfonodos, sem que sinais de
processo inflamatério ou reacdo de corpo estranho no local fossem

observados.

No estudo de KIM et al. (1997) foram analisadas miniplacas de titanio,
empregadas na estabilizacdo de fraturas Osseas e na estabilizagdo de
enxertos 0sseos em 14 pacientes. Apds a remocao destas placas, o tecido
mole adjacente e dois sitios 6sseos em torno do material foram encaminhados
para andlise. Na microscopia Optica, foram identificadas particulas metalicas
localizadas entre as fibras coldgenas. Em torno destas particulas, foram

observadas alteracdes degenerativas da matriz 6ssea.

JORGENSON et al. (1999) através de estudos com implantes de titanio
em cavidade peritoneal de ratos demonstraram que o tratamento da superficie

através da anodizagéo reduz a dissolugéo passiva do titanio.

ZHANG et al. (2000) estudou a influéncia na remodelacdo do calo ésseo
sobre as placas semi-rigidas (anti-estresse), empregadas na estabilizacdo de
osteotomias em tibia de coelhos. Com 8 semanas, o calo 0sseo estava
completamente remodelado, com fibras colagenas desorientadas, iniciando
sua transformacdo em o0sso lamelar. Decorridas 24 semanas, a estrutura

0ssea e o arranjo das fibras coldgenas na linha de osteotomia apresentavam-
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se de maneira similar ao osso cortical normal. Comparando-se ao sistema
rigido de fixacdo, as placas semi-rigidas (anti-estresse) sdo capazes de
promover a remodelacdo do calo 6sseo, evitando a osteoporose na cortical

abaixo do material.

ZAFFE et al. (2003), analisando os tecidos adjacentes as placas e as
telas de titanio removidas de pacientes sem sintomatologia clinica inflamatéria,
concluiram que ions de titdnio estavam presentes a uma distancia inferior a um
milimetro, especialmente nas células sanguineas do tecido fibrético, em torno
do material. Este resultado implica no potencial de liberagdo e acumulo do
titnio, sem que este fendbmeno pareca interferir no processo osteogénico do

reparo.

O aco e o titanio comercialmente puro sdo materiais empregados com
rotina na ortopedia. Entretanto, as discussdes em torno das reacdes teciduais
adversas promovidas pelos implantes de aco fazem rever sua indicacdo, na
pratica clinica. A toxicidade, o potencial alergénico e a liberacdo de ions
carcinogénicos em torno dos implantes de ago tornam o titanio, o material de
eleicdo para as osteosinteses, especialmente quando ndo se tem a intencéo
de remové-los (KRISCHAK et al., 2004).

TAKATSUKA et al. (2005) investigou a influéncia da idade do pacientes
como fator de influéncia direta no reparo de fraturas com deslocamento do
condilo mandibular. Foram realizadas osteotomias unilaterais em regido
condilar de coelhos adolescentes e adultos, e 0s segmentos 0sseos,
reposicionados de maneira diferente. No grupo | os segmentos foram
recolocados na sua posigdo original. No grupo Il, os segmentos foram
deslocados 55 - 90°. Para o grupo lll, o &ngulo de afastamento dos segmentos
0sseos ultrapassou 135°. Histologicamente, ap6s 4 semanas, o condilo
apresentava aspecto de remodelacdo 6ssea com tendéncia a normalidade.
Apenas no grupo lll dos animais adultos evidenciou-se a deposi¢cdo de um

tecido cartilaginoso no coto 6sseo, sugerindo neoformagéo condilar.
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Quando instaladas nas proximidades de tenddes, tanto as placas de
titnio quanto as placas de aco parecem promover processo inflamatério local,
com encapsulacdo do material de fixagéo por um tecido fibroso. Este processo
de inflamagé&o parece aumentar com o tempo de implantagéo, até que o reparo
tenha terminado (NAZZAL et al., 2006).

POPAT et al. (2007) analisaram por microscopia Optica, a interface do
material implantado no tecido subcutaneo de ratos. A superficie nano-tubular
de titanio promoveu a formacdo de um guia favorecendo o crescimento e a
manutencdo das células désseas. As células cultivadas na superficie nano-
tubular apresentaram altos indices de adesividade, atividade de fosfatase
alcalina e proliferacdo da matriz éssea, se comparadas aquelas cultivadas
sobre a superficie de titdnio convencional. Sua biocompatibilidade in vivo
sugere que a arquitetura nano-tubular ndo promova inflamacéo cronica ou

fibrose.

2. 5 ANALISE DA SUPERFICIE METALICA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletrbnica de varredura € uma técnica altamente
difundida e conhecida para a obtencdo de imagens com maiores
magnificacbes que as obtidas em microscopia Optica. Os microscopios
eletronicos apresentam maiores resolugdes espaciais e profundidade de foco
das imagens, em relacdo aos microscopios Opticos, devido ao uso de um feixe
incidente de elétrons. O fenémeno fisico envolvido se baseia na interacéo de
um feixe eletrénico acelerado em direcdo a superficie da amostra analisada.
Esta interacdo pode gerar elétrons secundarios provenientes das ionizacdes
causadas nos atomos da amostra e elétrons retro-espalhados devido a
interacdo do feixe eletrdbnico com o nacleo atébmico dos atomos presentes no
material analisado. Os dois tipos de interacdo séo utilizados para a obtencéo
das imagens em modo de elétrons secundarios e modo de elétrons retro-

espalhado. Um microscépio eletrénico de varredura pode ser subdividido em
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varios componentes, com diferentes fungbes, buscando a obtencdo de uma
imagem nitida e satisfatéria dos materiais. Os componentes séo divididos em:
canhdo de elétrons, sistema eletro-Optico, cAmara da amostra, detector de
elétrons secundarios, detector de elétrons retro-espalhados, sistema de vacuo

e sistema eletrénico de formacao da imagem (BRUNDLE et al., 1992).

O maior cuidado na retencdo permanente das miniplacas e parafusos
metalicos, usados na estabilizagdo das fraturas 6sseas seria o potencial de
corrosdo. Estudos experimentais em animais tém demonstrado que a
superficie dos materiais € capaz de manter suas caracteristicas originais apos
um periodo de implantacdo. Em analise por microscopia eletrbnica de
varredura, demonstrou-se que apds um periodo variando entre 7 a 10,5
meses, implantes cilindricos metélicos e de titanio instalados em tibia de

coelhos nédo apresentaram sinais de corroséo (LINDER et al., 1975).

A estrutura e a composicdo quimica dos atomos na camada mais
externa do implante, e a primeira camada das biomoléculas absorvidas do

metal vao determinar as rea¢des na interface (ALBREKTSSON et al., 1983).

A adsorgéo da porgéo organica pelos implantes depende das alteracdes
na superficie metélica e da energia dispendida para que o processo ocorra. A
camada protéica adsorvida serve como substrato para a subseqlente
deposicéo tecidual. Nos implantes de titanio, ocorre a formagéo espontanea de
uma camada de Oxido sobre a superficie. A espessura desta camada de 6xido,
para os implantes ndo-anodizados de titdnio, é de aproximadamente 5 nm.
Esta camada de oxido de titanio pode aumentar durante a implantacéo,
dependendo das reacgdes organicas, para 40 nm, podendo ainda incorporar

substancias organicas e inorganicas (SUNDGREN et al., 1986).

O oOxido de titanio € capaz de promover resisténcia a corroséo e reduz a
difusdo do metal aos tecidos adjacentes (ALBREKTSSON et al., 1983).
Através da microscopia eletrdnica para analise quimica por fotoeletro-
espectromicroscopia, pode-se determinar detalhes das condigbes quimicas da
superficie (UNGERSBOCK et al., 1996).
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ROSENBERG et al. (1993) realizaram um estudo retrospectivo com 32
pacientes, a fim de se analisar a pigmentacdo escurecida dos tecidos
adjacentes as miniplacas de titanio. O tecido mole de recobrimento foi
comparado ao tecido que revestia as placas de ago (tipo Champy). Todos os
implantes foram removidos apds 8 meses da insercdo. Macroscopicamente,
foram encontradas pigmentacfes visiveis em 25,6% do tecido mole em torno
das placas de titanio; em torno das placas de agco ndo foram observadas
alteracdes. Microscopicamente, estas alteracdes quanto a pigmentacao foram
observadas em 71,8% nos tecidos em torno do titanio, e 65,3% em torno das
placas de Champy. Em andlise por feixes de EDS, o tecido mole em torno das
miniplacas de titanio revelou apenas a presenca de didxido de titdnio. Em torno
das placas de ago tipo Champy foram encontrados metais como: cromo,
niquel, ferro e molibdénio. A andlise por microscopia eletrénica mostrou didxido

de titAnio depositado entre as fibras coldgenas.

WEINGART et al. (1994) estudaram a deposi¢cao do titanio na cadeia
linfatica de cées (beagles), apos a inser¢cdo de implantes de titanio, com
tratamento de superficie por plasma spray. Em andlise por EDS, estas
particulas foram identificadas como titAnio. Nas visceras ndo foram

encontrados sinais de pigmentagdo metalica.

MATTHEW et al. (1996) analisaram, através de microscopia eletronica
de varredura, a superficie de placas e parafusos de titdnio utilizado para
estabilizar fraturas em modelo animal, comparando com placas e parafusos
que ndo haviam sido utilizadas, como controle da amostra. Observou-se
intenso processo de danificagdo na cabega dos parafusos que foram inseridos
no 0sso, promovidos pelo processo de insergcdo, sem evidéncias de corroséo
ou qualquer outra alteragdo da superficie do material. A andlise na superficie
das placas por raios X dispersivos (EDS) encontrou depoésitos de aluminio e
silicone. Mesmo ap6s 6 meses, ndo foram encontradas evidéncias que

justificassem a remocao do material do material implantado.
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UNGERSBOCK et al. (1996), através de um estudo experimental em 10
ovelhas, analisaram comparativamente 5 tipos de tratamento de superficie
sobre as placas de titanio. Os tratamentos de superficie analisados foram:
titAnio anodizado por uma delgada camada, por uma camada intermediéria,
por uma camada grosseira, titdnio uzinado e ataque acido. A camada reativa
de deposicédo de tecido mole mais delgada, aliada a melhor adesividade da
superficie implantar, de acordo com a analise por microscopia eletrénica, foi
observada nas placas com titanio anodizado por uma camada grosseira. Os
implantes uzinados foram os que apresentaram as condi¢fes de integracéo

mais desfavoraveis.

KIM et al. (1997) analisaram as miniplacas de titanio, empregadas na
estabilizacdo de segmentos ésseos fraturados, e removidas dos pacientes
apos o periodo de consolidacdo 6ssea. A microscopia eletrbnica revelou
supostas particulas de titénio, localizadas no tecido conectivo de todos os

espécimes.

Através de um modelo comparativo, COATHUP et al. (1999)
investigaram a interferéncia no potencial de integragdo 6ssea junto as placas
de titanio, instaladas na superficie cortical do fémur de coelhos adultos. Os
tratamentos na superficie do metal consistiram de jateamento, plasma spray
contendo granulos de Hidroxiapatita (HA) de baixa cristalinidade (57%),
solucéo precipitada de calcio-fosfato, plasma spray contendo granulos de HA
de média cristalinidade (85%). Este estudo demonstrou que a camada de HA
apresentou um encaixe de maior precisdo com a superficie 6ssea, quando
comparado ao jateamento de superficie (6 pm). Pode-se concluir que a
camada de HA é um importante fator de fixacdo no processo de implantagdo
do material, apresentando um efeito local e limitado, a fim de promover um
reparo 0sseo adequado. A andlise da geometria das placas demonstrou que
espacos superiores a 1 mm na placa propiciam a neoformagédo éssea, se
comparada a espacos menores. A diferente porosidade 6ssea ndo pareceu

afetar a o reparo tecidual, nas diferentes geometrias do material.
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ZAFFE et al. (2003), através da andlise por EDS das placas e das telas
de titanio removidas de pacientes sem sintomatologia clinica inflamatéria, apos
um periodo em torno de seis meses da implantacdo afirmam que o titanio
pareceu interagir promovendo a indugdo do crescimento 0sseo aposicional,

sobre a superficie do material.

OH et al. (2005) analisaram o potencial de crescimento vertical dos
nano-tubos (nandmetro), na superficie de o6xido de titanio previamente
anodizada por tratamento com hidroxido de calcio (NaOH), tornando a
superficie bioativa. A presenca do TiO; induziu o crescimento de uma nano-
estrutura "nano-induzida", com nano-fibras de Titanato de Sddio bioativo
extremamente delgadas, com uma espessura méaxima de 15 nm, na parede do
nano-tubo. A imersdo in-vitro da estrutura do nano-tubo em um fluido
semelhante ao do corpo humano induziu a nucleacdo e o crescimento nano-
dimencional da fase da hidroxiapatita (HA). A formacdo de HA foi
significativamente acelerada devido a presenca da nano-estrutura, portanto, a

adesividade da superficie, pela presen¢a do nano-tubo foi mais efetiva.

As injurias causadas por acidentes e doencas tém propiciado o
desenvolvimento de diversos materiais sintéticos para a reconstrucdo dos
tecidos duros, como o 0sso. Dentre estes materiais, a hidroxiapatita (HA),
material bioativo, vem apresentando bom desempenho e excelente
biocompatibilidade. Nos estudos de WU et al. (2007), uma composi¢gdo nova
de HA / Al,O3 (6xido de aluminio), depositada sobre a superficie do titanio
pareceu induzir a aposicao 6ssea. Os elétrons depositados sdo compostos de
cristais de Ca (calcio) deficiente em HA, que serdo entdo convertidos em Ca
rico em HA, dentro da nano-estrutura, apds tratamento hidrotérmico. Estes
cristais de Ca ricos em HA séo capazes de induzir o crescimento 6sseo como
a apatita do fluido do corpo humano. Este mecanismo de dissolucdo e

recristalinizagéo parece contribuir para a deposicao dos cristais ricos em HA.

2. 6 ANALISE DA SUPERFICIE OSSEA ATRAVES DA DENSITOMETRIA
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A Densitometria Ossea digitalizada estabeleceu-se como o método mais
moderno, aprimorado e in6cuo para se medir a densidade mineral 6ssea. A
medida da densidade do osso pode ser feita por um aparelho especial que
utiliza Raios X para medir a densidade mineral éssea, com baixa dose de
radiacdo (SBDens, 2003).

Na calcificacdo, os minerais sdo depositados na forma de diminutos
cristais (hidroxiapatita) intimamente associados as fibras colagenosas. Estes
cristais sdo pequenos demais para serem vistos ao microscéopio optico comum,
mas fotomicrografias eletrbnicas mostram que eles aparecem primeiramente a
superficie de fibrilas e posteriormente no interior das mesmas. Alinham-se de
forma ordenada em relacdo & estriagdo transversal periddica das fibrilas. A
calcificacdo Ossea depende de (1) disponibilidade de quantidades adequadas
de minerais, particularmente fosforo e calcio, (2) determinadas condi¢cdes
quimicas e fisicas dentro da area da calcificacdo. Os minerais presentes no
sangue sao levados a area de calcificacdo, onde em condi¢fes normais, ions
de calcio e fosfato estdo presentes na forma de solugbes metastaveis. A falta
de minerais em teor suficiente conduz a uma diminuicdo da rigidez 0ssea
(KIRCHNER, 1973).

SOUTHARD et al. (2000) analisaram a densidade do osso mandibular e
do osso vertebral, em coelhos saudaveis e coelhos com osteoporose induzida,
através de terapia com esteroides. A densidade O6ssea mineral (BMD) da
mandibula foi mais sensivel ao tratamento com glico-corticéides do que a BMD
vertebral, sugerindo uma forte relagdo linear entre a dose cumulativa de
esterdides e a perda da BDM. Para a amostra de animais saudaveis, a
densitometria mandibular e vertebral apresentou-se moderadamente
correlacionadas, ou seja, as médias obtidas mantiveram-se proximas. O lado
esquerdo e o direito da regido mandibular apresentou perda da densidade

0ssea simétrica, bem como a regido antero-posterior e a lateral, das vértebras.
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NORRIS et al. (2001) analisaram a densidade Ossea em coelhos,
fémeas, durante o periodo de maturacdo esquelética, da 20 a 56 semana.
Através do exame de densitometria, procurou determinar-se a variabilidade da
densidade 6ssea nos animais, durante a fase de crescimento, e ainda, testar a
hip6tese de que o coelho pode servir como um modelo de estudo para se
compreender a fisiologia 6ssea humana. Os resultados sugerem que a
densidade Ossea aumente progressivamente durante o periodo de
crescimento, e que atingida a maturidade esquelética, em torno da 28 semana
de idade, os indices da densidade d&ssea mineral (BMD) continuem
aumentando até a semana 36, 4 a 8 semanas depois de cessado o
crescimento. De acordo com este estudo, o turnover ésseo do coelho é similar

ao do humano, especialmente durante a fase de crescimento.

CASTANEDA et al. (2006) desenvolveram um estudo comparativo entre
coelhos saudéaveis e coelhos com osteoporose induzida, na tentativa de se
estabelecer as medidas densitométricas em 4 sitios dos membros posteriores.
Os sitios analisados foram respectivamente a crista entre a 3° e a 4° vértebra,
e a articulagéo do joelho, estabelecendo padrdes entre 0 osso medular, cortical
e subcondral. A osteoporose nos animais foi desenvolvida através da remogéo
bilateral dos ovarios, seguida de corticoterapia por 4 semanas. O aparelho de
densitémetro foi calibrado diariamente. Na aquisicdo das imagens empregou-
se um Software apropriado para a analise de pequenas amostras, por
aumentar a resolucdo espacial da area escaneada. A area o0ssea (BA), a
quantidade de osso mineral (BMC) e a densidade 6ssea mineral (BMD) foram
determinadas. A BMD pareceu aumentar progressivamente da espinha lombar
até a articulacdo do joelho. A regido proximal da tibia apresentou o maior
indice da densidade total. A regido subcondral apresentou caracteristicas
densitométricas de padrdes variados, com predominancia de osso cortical. A
média estatistica dos resultados das medidas obtidas entre 0s grupos
avaliados sugere que, a densidade 0ssea, para 0s quatro sitios analisados é

consideravelmente superior nos animais saudaveis.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o processo do reparo 6sseo no local da fratura mandibular em
coelhos da linhagem Nova Zelandia, com atencdo as miniplacas e aos
parafusos de titdnio, empregados como material de fixacdo, em diferentes

periodos de tempo;

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar através da analise macroscoépica, o reparo da fratura éssea e o

crescimento 0sseo aposicional sobre o material de fixacao;

- Verificar as reacdes bioldgicas do reparo dsseo na linha da fratura e em torno
do material de fixag&do por microscopia de luz, com coloragcdo de Hematoxilina-

eosina (HE);

- Analisar, por meio de histomorfometria, a presenca das fibras colagenas e o

processo de reparo 6sseo na linha da fratura 6ssea, com coloragéo de HE;

- Analisar a area e a densidade dos colagenos tipo | e Il, na linha da fratura

0ssea e em torno do material de fixagdo, com coloragéo de Sirius red (SR);

- Verificar o processo de reparo 6sseo na linha da fratura, e o crescimento
0sseo aposicional sobre o material de fixagdo, por microscopia eletrénica de

varredura;

- Determinar os indices de BMC e BMD na linha da fratura, através da

densitometria 6ssea.
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4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida a avaliagdo e aprovacdo pela Comisséo
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catodlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e protocolado sob o namero 061/07
(Anexo A) e pelo Comité de Etica no uso de Animais da Pontificia Universidade
Catodlica do Parana (CEUA-PUCPR), protocolado sob o numero 60.07, registro
209 (Anexo B).

Nesta pesquisa, foram respeitados o0s principios éticos na
experimentacdo animal, bem como as normas para a pratica didatico-cientifica
da vivissecgdo dos mesmos, de acordo com a Lei 6.638/79 (GOLDIN, 1995)
(Anexo C).

4.2 CARACTERIZACAO

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Poés-graduacdo em
Odontologia, area de concentragdo CTBMF, da Faculdade de Odontologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), como parte

integrante da Linha de Pesquisa de Biomateriais em Odontologia.

4.3 PARADIGMA

O trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional quantitativo,
no design de estudo quase experimental (CAMPBELL e STANLEY, 1979).
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4.4 QUESTOES DA PESQUISA

Utilizando o sistema de fixagao interna por placas e parafusos de titanio
em fratura de mandibula procurar-se-& investigar se:
- O sistema de fixagdo metalica promove estabilidade adequada para

permitir o reparo 6sseo em regido de angulo mandibular?

4.5 HIPOTESE

A miniplaca de titnio é capaz de manter os segmentos 0sse0os na
posicao desejada, permitindo o reparo 6ésseo adequado, sem a necessidade de

remocao do material, apds o periodo de consolidagéo 0ssea.

4.6 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

Para a amostra, foram selecionados 18 coelhos (Orictolagus cuniculus),
machos, albinos, linhagem Nova Zelandia, com peso de até 4000 gramas, e
aproximadamente 90 dias de vida. Os animais utilizados foram criados pelo
método Ran Rotacional, de criacdo heterogénica, e mantidos em condigbes
sanitarias de biotério convencional. Os coelhos eleitos apresentavam-se
clinicamente sadios e foram submetidos a controle de ectoparasitas e
endoparasitas pelo responséavel técnico Dr. Indalécio Mainardes Sutil, médico
veterinario responsavel pelo biotério da PUCPR antes de constituirem a
populacdo desta pesquisa. Foram coletadas fezes para exames
parasitologicos periédicos, no intuito de se excluir espécimes que

apresentassem evidéncias de infestagao.
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Foram efetuadas osteotomias em regido de angulo mandibular,

unilateralmente. O padrdo operado, para todos os animais, foi o lado esquerdo

, €

o sistema de fixacdo empregado foi composto por 1 placa e 4 parafusos

metdlicos (titdnio). O material de fixagcdo foi removido apos 30 dias, 60 dias e 90

dias da implantagdo. Parte da amostra foi encaminhada ao CEMM (Centro de



61

Microscopia e Microanalises) da PUCRS, para as analises por microscopia
eletrbnica e também ao GEPSI para avaliacdo das propriedades mecanicas. A
outra parte da amostra foi utilizada para a andlise das reacgdes teciduais da linha
de reparo 6sseo, das extremidades da osteotomia e do tecido adjacente ao

material implantado.

4.7 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os 18 animais foram divididos, por amostragem aleatéria simples, em 3
grupos de 5 coelhos cada, para a analise por microscopia 6ptica, totalizando
15 animais. Para as demais andlises, foram empregados 1 animal em cada
periodo de tempo. Os grupos se diferenciam quanto ao tempo decorrido entre
a implantacédo dos parafusos e a morte. No primeiro grupo, a morte deu-se
ap6s 30 dias da implantacdo. No segundo grupo, os animais foram mortos
decorridos 60 dias. No terceiro grupo, passaram-se 90 dias da implantacdo do

material.

Todos os animais foram identificados por numeragdo e acomodados
individualmente em gaiolas plasticas, com grade metélica superior, e ché&o
coberto por serragem. As gaiolas foram higienizadas diariamente, e mantidas sob
a temperatura ambiente de 23°C, no intuito de diminuir os riscos de contaminagdo

e infeccdes. Agua e ragéo foram fornecidas ad libitum.

4.8 CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO

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

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

O critério avaliado para exclusdo dos animais abrageu:

- morte do animal antes do fim do experimento;



4.9 TECNICA CIRURGICA

As cirurgias foram realizadas dentro dos padrbes de anti-sepsia e
assepsia para todos os animais. Toda a equipe cirdrgica utilizou equipamento

de protecéo individual (EPI).

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

fabricante*).

O estado de anestesia foi obtido pela agédo do Cloridrato de Ketamina 50
mg° (Vetanarcol®) endovenoso (1 a 5 mg/kg) (Figura 1). O Cloridrato de
Ketamina € um anestésico geral, injetavel, ndo barbitdrico e de acdo rapida,
que interrompe de forma seletiva os mecanismos de associagdo do cérebro,
promovendo intensa analgesia, sem promover obstrucdo das vias aéreas (Site

do fabricante*).

A antibioticoterapia foi iniciada no pré-operatério imediato aplicando-se
via subcutanea (0,5 ml/kg) de Sulfato de gentamicina 40 mg® (Gentatec®). A
gentamicina foi mantida por 7 dias, 1 aplicacdo diaria para prevenir infecges

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 0s sintomas de dor, como inapeténcia. O
Banamine® é um potente antiinflamatorio, ndo-narcético, ndo esteréide, que
apresenta potente acdo analgésica, antitérmica e anti-endotéxica indicado para
o tratamento da dor aguda, pos-traumatica ou pds-cirigica em animais (Site do

fabricante*).

* Xilazina base (Coopazine®)- Shering-plough www.spah.com.br

® Cloridrato de Ketamina 50 mg (Vetanarcol®)- Kénig do Brasil www.konigvet.com.br
® Sulfato de gentamicina 40 mg (Gentatec®)- Chemitec www.chemitec.com.br

’ Flunixina meglumina 83 mg (Banamine®)- Shering-plough www.spah.com.br
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ApoOs a obtencdo 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 incisdo, utilizando-se
lamina de aco inox n° 15 montada em cabo de bisturi n%3, longitudinal de
aproximadamente 3,0 cm de extensao na pele e no tecido subcutaneo (Figura
4). A pele e o muasculo adjacente foram dissecados até a exposi¢cdo do
peridsteo, e este incisado longe da area de implantagdo do material. Este
peridsteo foi divulsionado para a visualizagdo de todo a regido do angulo

mandibular (Figura 5).

Com o objetivo de se padronizar a area de implantacéo, e ndo causar
interferéncia ao tecido a ser analisado, o local de trabalho foi estabelecido a

partir do angulo mandibular.

Foi promovida primeiramente, a regularizacdo da cortical 0Ossea
vestibular, com uma broca fresa multilaminada'* acoplada & peca de méo reta,
para facilitar a adaptagdo das placas, e a posterior analise por microscopia
eletrbnica. As osteotomias foram executadas por uma peca de méo reta’?,
acoplada a um motor elétrico de baixa rotacdo™*, com uma broca tronco-conica
multilaminada, nimero 701 para promover a linha de fratura na mandibula,
seguida do completo seccionamento por cinzéis e martelo cirtrgico™ (Figura
6).

8 Philips®

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

10B8p Lamina — Curitiba — PR/Brasil

11 Komet - Alemanha

12 Kavo do Brasil

B Driller / Dentoflex

14 Komet - Alemanha

15 Quinelato®- Industria de Materiais Cirtrgicos- Bauru/SP
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A adaptacdo das miniplacas'® & linha de osteotomia se deu por
compressao manual. Foram efetuadas 2 perfurac6es em cada lado da fratura,
para instalacdo do sistema de fixagdo. As perfuracdes para a inser¢cdo dos
parafusos’’ com 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 didametro, sob
abundante irrigagdo com solucdo salina de soro fisiologico 0,9% e aspiragéo

concomitante (Figura 7).

Apos cuidadoso reposicionamento do periésteo em sua localizagdo
original, foi realizada a sintese do periosteo por pontos simples, e da ferida
operatdria 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 secgéo triangular (Figura 8). O local
da sintese foi protegido, por um periodo de 7 dias, com uma fita adesiva

cirrgica hipoalergénica microporosa®.

Realizado o procedimento cirdrgico, 0s animais permaneceram no
Biotério da PUCPR, acomodados em gaiolas plasticas, mantidos em condigfes
adequadas de temperatura (25°C), umidade e ventilacdo, identificados e
numerados de acordo com o grupo correspondente e assistidos diariamente,

pelos técnicos e pesquisadores, até a sua morte.

!5 Neoortho®- IndUstria de Sistemas de Fixac&o Interna Rigida- Curitiba/PR
" Neoortho®- IndUstria de Sistemas de Fixac&o Interna Rigida- Curitiba/PR
18 Ethicon Co — Sao Paulo — SP/Brasil

19 Micropore -Ethicon Co — S&o Paulo — SP/Brasil
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Figura 1- Administracdo do Anestésico Endovenoso na veia auricular esquerda
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 2- Tricotomia da regido do angulo esquerdo d  a mandibula
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 3- Anti-sepsia da pele do animal com alcool iodado 0,5% e o isolamento do
campo operatdrio com campo cirtrgico fenestrado

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 4- Inciséo longitudinal de aproximadamente 3~ ,0 cm de extens&o na pele e no
tecido subcutaneo

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

66



Figura 5- Divulsao do periésteo até a visualizacdo de todo a regido de angulo
mandibular

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 6- A osteotomia executada por peca de maore ta, com uma broca tronco-cénica
ndmero 701, para promover a linha de fratura na man  dibula

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 7- Adaptacéo da placa do sistema 2.0 e 4 par  afusos com 2,0 mm de diametro e 5
mm de comprimento

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 8- Sintese do periésteo por pontos simples, e da ferida operatoria pela técnica
continua simples

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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4. 10 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENGCAO DA AMOSTRA

Os coelhos foram mortos decorridos 30, 60 e 90 dias da cirurgia. A
morte dos animais se deu por intoxicacdo através de injecéo letal de tiopental

s6dico®, via intraperitoneal, apés sedacéo prévia com Xilazina base.

Para obtencdo das amostras (pecas cirurgicas) foi realizada uma incisdo
longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea existente, na base mandibular
do lado operado. Apds minuciosa e completa exposi¢do 0ssea procedeu-se a

remocgéo completa do 0sso.

Cada peca operatoria incluiu o material de osteosintese, removido logo
apos a obtencdo da amostra, e 0 0sso peri-implantar. Para a remocao das
pecas foram utilizados instrumentais especiais de cirurgia, pe¢a de méo reta e
uma broca tronco-cénica nimero 701, acoplada a um motor elétrico para
osteotomizacdo do segmento proximal. O segmento medial da peca operatéria
foi osteotomizado, e o lateral obtido através da completa luxacao do condilo
(Figura 9). As pecas cirargicas encaminhadas para analise por microscopia de
luz foram fixadas em solugéo de formalina. As pecas que sofreram analise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram previamente submetidas a
analise densitométrica no Hospital Sdo Lucas da PUCRS, e entdo enviadas
CEMM (Centro de Microscopia e Microanalises) da PUCRS (Figura 10).

Os animais mortos foram contidos em sacos especiais, segundo 0s

critérios de controle de zoonoses, estabelecido pela vigilancia sanitaria.

20 Tiopental Sédico
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ar esquerdo apés remogéo da placa

Figura 9- Peca operatéria obtida do &ngulo mandibul
e dos parafusos

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

lar esquerdo e encaminhada ao

Figura 10- Peca operatéria obtida do angulo mandibu
CEMM para metalizagdo em ouro

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)



4. 11 PREPARO DO MATERIAL PARA AVALIACAO POR MICROSCOPIA DE
LUZ

As amostras foram descalcificadas em solu¢édo de acido formico a 10%,
pH 6,9 por se tratarem de espécimes de consisténcia dura, contendo 0sso. Os
parafusos foram cuidadosamente removidos dos espécimes nos diferentes
tempos de implantacdo. O material foi entdo, submetido ao processamento
histologico que inclui a desidratagdo, diafanizac@o e impregnacdo em parafina
em autotécnico ou histotécnico?!, através de banhos sucessivos em alcool
70%, 80%, 90%, e 3 banhos em &lcool 100%, e mais 3 banhos em parafina

liquida a 65°C, todos por 1 hora.

A inclusdo do processo constituiu-se da confecgdo dos blocos de
parafina. % A obtenc&o 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 um de espessura. Estes cortes foram entéo
colocados em banho-maria contendo 4gua aquecida a 60°C e posteriormente,
colocados em lamina de vidro contendo albumina (clara de ovo + glicerina),
servindo para aderir o corte histolégico a lamina. A secagem do material foi

feita em estufa a 60°C?*, por aproximadamente 1 hora.

A desparafinizagdo foi feita com xilol aquecido (3 x 5 min.), a
desidratacao realizada com élcool etilico absoluto (3 x 2 min.), e por fim a

rehidratacdo com agua, por 10 minutos.

A coloracdo das laminas foi realizada pela técnica da Hematoxilina e
Eosina (coloracdo bésica para nucleo e citoplasma celular) e coloracdo de
Sirius-red (observacédo especifica da deposicéo de coldgeno). A montagem das
lAminas utilizou o método da colagem de Entellan (através de uma resina

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

%L pparelho Histotécnico- marca Leica®, modelo TP1020
2 |nclusor- marca Leica®, modelo EG1160
BMicrétomo- marca Leica®, RM2145

4 Estufa- marca Fanem®

25| aminas de vidro- marca Meck®
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4. 12 PREPARO DO MATERIAL PARA AVALIACAO POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras para a andlise por Microscopia Eletronica de Varredura
foram armazenadas em soro fisiolégico 0,9%, e enviadas ao CEMM / PUCRS

para sofrerem dessecamento em forno convencional®®

a temperatura media de
50°C. Devidamente secas, sofreram processo de metalizagdo com ions de
ouro®’. A andlise das amostras foi realizada em um microscépio eletrdnico de
varredura®® pertencente ao CEMM / PUCRS. Essas imagens foram feitas com
o0 intuito de analisar o processo de osseointegragdo atraves da linha de reparo

0sseo0, no local da osteotomia e nas inser¢des dos parafusos para a fixacao.

Os modos de imageamento das imagens capturadas consistiram de SE
(scattering electron) e BSE (backscattering electron), sendo que este ultimo
possibilita um maior contraste de imagem atraves da diferenca de densidades
dos componentes presentes nas amostras. A andlise pelo sistema de EDS
(Energy Dispersive Spectroscopy) permitiu mapeamento dos elementos

quimicos na superficie 6ssea adjacente ao metal implantado.

4. 13 PREPARO DO MATERIAL PARA A AVALIACAO POR
DENSITOMETRIA OSSEA

As amostras para avaliacdo por densitometria Ossea foram
armazenadas em soro fisiolégico 0,9% e enviadas ao Departamento de
Geriatria e Gerontologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS para analise por
aparelho de densitdmetro®. A regido correspondente a fratura na mandibula

foi localizada e demarcada, nos diferentes periodos de tempo.

26 Fischer®

27 Baltec® SCD, modelo 005

28 phillips®, modelo XL 30

29 Hologic®, modelo QDR 4500
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4.14- ANALISE DOS RESULTADOS

4. 14. 1 Andlise Macroscopica

Para a analise macroscépica considerou-se o reparo 6sseo na linha da
fratura e 0 processo de crescimento 6sseo aposicional, nos periodos de tempo
de 30, 60 e 90 dias, em diferentes parametros, para todos os animais da
amostra. Para o reparo 6sseo na linha da fratura considerou-se como discreto,
aquele que apresentasse no local do defeito 6sseo criado, espagos com
medidas superiores a 3 mm. O reparo 6sseo foi considerado moderado onde
as lacunas remanescentes da fratura ndo superassem 3 mm, e intenso, nas

pecas que ndo mais fosse observada macroscopicamente o local da fratura.

Para se quantificar o processo de crescimento 0sseo aposicional
definiu-se como discreto aquele crescimento que nao estivesse depositado
sobre o material de fixagdo. O crescimento 0sseo vertical foi considerado
moderado, quando estivesse recobrindo menos do que 50% do material de
fixacdo. Quando a placa encontrava-se imersa no 0SSO em proporcdes
superiores a 50%, o crescimento foi determinado como intenso. Estes
parametros foram classificados, de acordo com a intensidade, e receberam
uma pontuacdo citada ao lado de cada item avaliado. Tais dados
transformados em escores quantitativos, e transferidos para uma tabela do

Excel (Anexo E).

1) Escore do Reparo 6sseo na linha de fratura:
» Discreto=1
* Moderado= 2

e Intenso= 3

2) Escore do Processo de crescimento 6sseo aposicional:
» Discreto=1
* Moderado= 2

e Intenso= 3
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4. 14. 2 Andlise por Microscopia de Luz

O estudo microscopico revelou ser um importante instrumento na
mensuragdo quantitativa do processo de reparo 6sseo. Para isto, as laminas
obtidas de cada animal foram submetidas ao exame microscopico® através do
sistema computacional de captura e andlise de imagem - Image-Pro Plus®.
Sob um foco fixo e com clareza de campo, a imagem do microscépio foi
capturada pela camera de video® acoplada ao microcomputador®®, em
aumentos de 40X e 400X, transformada em sinal elétrico na forma analégica, e
transmitida para a tela do computador, onde a imagem foi digitalizada, sendo

constituida por um conjunto de pixels®* (1 pixel = 6,5 um).

Todas as laminas foram codificadas, impossibilitando desta forma, a
identificacdo a qual grupo de estudo pertenceria cada lamina analisada. Foram
tomadas 4 imagens, distribuidas aleatoriamente em torno de cada perfuracéo e
mais 4 imagens ao longo do reparo 0sseo, totalizando 20 aquisigbes por
lamina. Nas 15 laminas analisadas da amostra foram obtidas 300 imagens, sob
as mesmas condi¢Oes de luminosidade e aumento da objetiva padronizado em

400X. Apos a captura das imagens, estas foram salvas em formato JPEG.

4. 14. 2. 1 Coloracdo de Hematoxilina-eosina

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia de
luz, visando o entendimento do processo de reparo 0sseo, bem como das
alteragcbes teciduais em torno do material de fixacdo, através da andlise
descritiva. Os aspectos histologicos das pecas Osseas foram descritos

levando-se em consideracdo a presenca de tecido fibroblastico, células do

30 Microscépio Optico, marca Olympus, modelo BX50.

%1 programa IMAGE-PRO® PLUS, vers&o 4.5.1 desenvolvido por MediaCybernetics.

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

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

3 pixel (Picture element) — Menor unidade gréfica de uma imagem digital (ROMANS, 1995).
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reparo 0sseo e a neovascularizacdo (angiogénese) em torno das 4

perfuracdes, através de 4 campos distribuidos aleatoriamente.

Os cortes histologicos corados com Hematoxilina-eosina (HE)
permitiram avaliar ainda, através de quatro imagens sequenciais obtidas ao
longo da linha de reparo Osseo (aumento de 40X), através da andlise
quantitativa, a area total do osso neoformado (pixelsz) e a area total da

proliferacdo angiofibroblastica (pixels?).

As 60 imagens foram capturadas em microscopio optico em aumento de
40X, e transferidas ao computados através do programa Image Pro Plus. As
areas de osso depositado e de tecido fibrético foram estabelecidas através do

programa Image Tool*®

, com o cursor do computador (Figura 11). Os dados
obtidos, em pixels? foram transferidos para uma planilha do Excel (Anexo F e
G). As quatro imagens obtidas na linha de reparo da fratura 6ssea foram
padronizadas, através de campos seqlenciais, codificados por quatro letras,
sendo que a letra localiza-se proxima a raiz dos dentes, as letras B e C séo
subsequentes e a letra D proxima a cortical basal da mandibula (Figura 12).
Toda a andlise morfométrica foi realizada sem o conhecimento prévio da
distribuicdo das imagens nos seus respectivos grupos de estudo, sendo,
portanto, codificadas todas as laminas do estudo e, consequientemente, todas

as imagens capturadas.

Os valores obtidos de cada area 6ssea neoformada e cada area de
proliferacé@o fibroblastica foram transferidos para uma tabela, na qual foram
registrados e calculados os valores médios em cada lamina analisada. Todos
esses valores foram transportados para o programa Microsoft Excel® for
Windows, inseridos nas tabelas definitivas e submetidos a analise estatistica

por meio do programa SPSS para o Windows®'.

% programa Image Tool Scripting Language®, versdo 2.0 (alpha 2).

36 programa EXCEL desenvolvido pela Microsoft®

%7 statistical Pcckage for Social Science. Versdo 11.5. Produzido por programa SPSS® Inc. 233
South Wacker Drive, 11" floor Chicago, IL 6060

75



Figura 11: Delimitac@o das areas de neoformacdo 6ss ea (NO) e das fibras colagenas
(FC) através do programa Image Tool com auxilio do cursor do  mouse . A area é
calculada automaticamente, através do programa lmag e Tool Scripting. Coloragao por
HE; amplia¢do original, 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 12: Regibes sequenciais (A, B, C, D) ao long o da linha de reparo da fratura 6ssea
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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4. 14. 2. 2 Coloragéo de Sirius-red

Os parametros para quantificacdo do tecido fibroblastico foram obtidos a
partir de 4 campos distribuidos aleatoriamente em torno das 4 perfuracées e
na linha do reparo 6sseo, com aumento de 400x, totalizando 300 imagens.
Selecionada a melhor resolucdo, empregou-se uma lente®, rodada no sentido
anti-horario, até a polarizacado da imagem. Os numeros representativos da area
(um?) e da densidade do colageno maduro e imaturo (um) de acordo com uma
média estatistica oferecida pelo programa, foram transportados ao Excel
(Anexo H e 1), para andlise estatistica. Na imagem polarizada, as fibras de
coldgeno maduro (Tipo 1) coram-se em vermelho, e as fibras de colageno
imaturo (Tipo 2) coram-se em tons de verde. Estas fibras coladgenas foram
demarcadas com o auxilio de uma ferramenta do programa de computador
Image Pro Plus, e calculada a média da area (um?) e da densidade total (um)

de coldgeno presente na amostra.

4. 14. 3 Andlise por Microscopia Eletronica de Varr  edura

As amostras submetidas a microscopia eletrbnica de varredura foram
avaliadas quanto ao reparo tecidual no local da fratura e, quanto ao
crescimento 0sseo aposicional em torno do material implantado. Através da
MEV foi possivel identificar a presenca de células osteoprogenitoras, bem
como a reorganizacdo tecidual ao longo da linha de osteotomia. O
mapeamento da superficie por EDS propiciou a qualificacdo e a quantificagdo

dos elementos quimicos presentes na superficie da amostra.

4. 14. 4 Andlise da Densitometria Ossea

Para a determinacdo da densitometria 6ssea foi analisada a densidade

total da peca em relacdo proporcional a area R1 demarcada como o ponto

% Olympus U-Pot.
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simétrico, passando com exatidao pela linha da osteotomia, a partir da cortical
basal da mandibula do animal. As unidades de medida avaliadas foram a
densidade de massa total da peca (cm?), a densidade 6ssea da parte mineral
(gr), a quantidade de mineral no osso (gr/cm?), a densidade total da &area
selecionada R1 (cm?), a densidade 6ssea da parte mineral para a area R1 (gr)

e a quantidade de mineral no osso em R1 (gr/cm?).

Para analisar a densidade Gssea no local da fratura, foi utilizado um
programa especifico para 0ssos pequenos, as medidas especificas foram
obtidas através de um retangulo (R1), estabelecido na regido central da linha
de reparo da fratura 6ssea. A qualidade do osso neoformado foi comparada,
qualitativamente, através de valores numéricos, nos diferentes periodos de

tempo.

4. 15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados individuais de cada animal constantes nas Tabelas dos
Anexos E, F, G, H, | foram submetidos as andlises estatisticas, nos periodos
de tempo de 30, 60 e o de 90 dias comparativamente. O nivel minimo de
significancia aceito € 5% (p < ou = 0,05). Os dados da analise macroscoépica
(reparo 6sseo na linha de fratura e o crescimento 6sseo aposicional) foram
analisados pelo teste de Kruskall-Wallis. Os dados da microscopia 6ptica com
coloragdo hematoxilina-eosina (reparo 6sseo e fibras coldgenas na linha da
fratura 6ssea) foram analisados pelo teste ANOVA, individualmente para cada
fator. Os dados quantitativos da microscopia com coloracéo Sirius-red (area e
densidade do colageno tipo | e IlI) foram submetidos aos testes de Tukey e

ANOVA, através de analises desmembradas para cada fator.
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5 RESULTADOS

5. 1 RESULTADOS DA ANALISE MACROSCOPICA

5. 1. 1 Andlise descritiva

Durante o periodo de observagdo, os animais permaneceram saudaveis,
com cicatrizacdo normal da ferida cirdrgica, sem evidéncia de infeccdo ou

deiscéncia de sutura.

No periodo de tempo de 30 dias, o local de reparo 6sseo, para a maioria
das imagens analisadas, podia ser evidenciado como uma lacuna, livre de
consolidacdo 6ssea, e sem preenchimento por tecido fibrético, situado com
mais freqiéncia entre o material de fixacdo e a cortical basilar. A discreta
deposicdo de osso neoformado sobre a placa de titanio foi observada,

especialmente em torno da perfuragéo lateral (Figura 13).

Aos 60 dias, este local de defeito 6sseo pareceu estar preenchido por
tecido conjuntivo fibroso, intimamente aderido ao material de fixacdo e ao
periésteo no momento da remogdo da peca anatbmica. Lacunas livres de
preenchimento tecidual ao longo da linha de reparo 6sseo foram raramente
identificadas, nas imagens analisadas. O crescimento 0sseo aposicional
delimitou a impresséo da placa sobre a superficie 6ssea, com imersdo parcial

das cabecas dos parafusos por tecido 6sseo neoformado (Figura 14).

O tecido fibroso foi substituido por osso imaturo, e ao periodo de 90
dias, todas as amostras do grupo apresentavam plena consolida¢éo 6ssea do
defeito criado. Em torno do material de fixagdo evidenciou-se intensa

deposicdo 6ssea, com tendéncia a imerséo das placas de titanio (Figura 15).



Figura 13: Peca operatoria do periodo de 30 dias ap resentando linha de fratura definida
e discreto recobrimento do material de fixacéo

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 14: Peca operatéria do periodo de 60 dias ap  resentando reparo 6sseo da linha de
fratura e moderado recobrimento do material de fixa  c¢éo

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 15: Peca operatdria do periodo de 90 dias ap  resentando intenso recobrimento do
material de fixacdo

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5. 1. 2 Andlise Estatistica:

by

Os escores médios da Tabela 5.1 correspondem a avaliacdo
macroscopica do reparo 0sseo (1- discreto; 2- moderado e 3- intenso) nos
diversos periodos de tempo. O teste de Kruskall-Wallis mostrou que ndo houve
diferenca significante em relacdo ao tempo. Entretanto, nota-se uma tendéncia
de reparo 6sseo mais intenso aos 90 dias. A Tabela 5.2 apresenta os escores
médios da avaliagdo macroscoOpica do crescimento 0sseo aposicional. O teste
de Kruskall-Wallis mostrou significancia para esta avaliacdo (p < 0,0361).
Embora n&o existam diferengcas significativas entre as médias
correspondentes a 30 e 60 dias, e 60 e 90 dias. Entre 30 e 90 dias observa-se
uma diferenga significante estatisticamente. Nota-se que aos 90 dias o
crescimento 6sseo aposicional foi mais significante se comparado ao periodo
de 30 dias.

Tabela 5.1: Medias (escores) e teste de Kruskall-Wa  llis* da avaliagdo macroscopica de
reparoOsseo, nos periodos de tempo de 30, 60 e 90 dias

Periodo de observacao (dias)

Média (escore)** 30 60 9

15a 15a 22a
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
* Teste: probabilidade Ho (17,58%) — néo significante

** Médias com mesmas letras sdo semelhantes

Avaliagdo macroscopica do reparo 6sseo na linha
da fratura

@ 30 dias
I 60 dias
0090 dias

Escores

Periodo de Tempo

Gréfico 1: Observa-se pouca diferenga entre o repar 0 6sseo e 0s periodos de tempo
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Tabela 5.2: Médias (escore) e teste de Kruskall-Wal lis* da avaliagdo macroscoépica do
crescimento ésseo aposicional, nos periodos de temp o de 30, 60 e 90 dias

Periodo de observacéo (dias)

Adi *%
Média (escore) 30 60 9

1,3b 18D 23b
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

* Teste: probabilidade Ho (3,61%) — significante
** Médias com mesmas letras sdo semelhantes

Avaliagcdo macroscopica do crescimento 6sseo
aposicional sobre o material de fixacao

2.7
Z50

= 30 dias
=60 dias
090 dias

Escores

Periodo de Tempo

Grafico 2: Observa-se diferenca entre as médias do crescimento dsseo aposicional entre

os periodos de tempo, especialmente entre 30 e 90d ias
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5.2 RESULTADOS DO EXAME POR MICROSCOPIA DE LUZ

5. 2. 1 Coloracdo de Hematoxilina-eosina: analise d  escritiva

A andlise descritiva das laminas coradas com HE procurou avaliar, em
torno das 4 perfuracdes e na linha de reparo da fratura, a neoformacéo 6ssea,
a deposicdo de tecido fibroblastico e a atividade angiogénica. Na linha da
fratura procurou-se identificar a regido do defeito 6sseo e seu processo de

ossificacao.

5. 2. 1. 1 Grupo I- Periodo de Avaliacdo de 30 dias

As seccdes histolégicas revelam uma linha de fratura 6ssea definida
através de dois fragmentos de osso corticalizado, e no seu interior, a
deposicdo de atividade fibroblastica, angiogénica e osteoclastica. As solugdes
de continuidade compativeis com os defeitos 6sseos confeccionados foram
evidenciadas transversalmente e obliquamente a corticalizacdo em torno do
material de fixacdo (Figura 16). Entre as fibras colagenas observou-se o inicio

da neoformacao 6ssea (Figura 17).

Em torno das perfuracdes foi observada discreta atividade de
neoformacdo Ossea. A intensa deposi¢do de fibras colagenas, entremeadas
pela atividade osteoclastica estavam presentes, na maioria das imagens
analisadas (Figura 18). A maioria dos campos analisados apresentou atividade

angiogénica (Figura 19).

Sinais de necrose, invaginagdo de tecido conjuntivo para o interior da
cavidade e atividade inflamatéria ndo foram evidenciados nos campos

histol6gicos estudados.



Figura 16: Imagem de corte histolégico do grupo |I. Observa-se entre os bordos do
tecido cortical (TC), trama de fibras colagenas (FC ), atividade angiogénica (AA),
atividade osteoclastica (OC) na linha de fratura 6s  sea (LF). Aumento de 400X. Coloracao

HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 17: Imagem de corte histolégico do grupo |I. Observa-se neoformagéo 0ssea (NO)
e trama de fibras colagenas (FC). Aumento de 400X.  Coloracdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 18: Imagem de corte histolégico do grupo I. Observa-se em torno das
perfuracdes o tecido cortical (TC) neoformado, tram  a de fibras colagenas (FC) e
atividade osteoclastica (OC). Aumento de 400X. Colo  racdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 19: Imagem de corte histolégico do grupo I. Observa-se em torno das
perfuragdes tecido medular (TM), trama de fibras co  lagenas (FC), atividade osteoclastica
(OC) e atividade angiogénica (AA). Aumento de 400X.  Coloragéo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5.2.1. 2 Grupo lI- Periodo de Observagéo de 60 dias

As seccdes histolégicas revelam uma linha de fratura 6ssea pouco
definida, se comparada as imagens do periodo de tempo anterior. Os
fragmentos de osso corticalizado apresentam no seu interior uma deposi¢ao
importante de fibras coldgenas, e entre estas fibras, o inicio da atividade dos
ostedécitos para promover o reparo local (Figura 20). Estas fibras colagenas
apresentam-se dispostas de maneira mais ordenada, no sentido da linha de
reparo 0sseo, transversa ao material de fixacdo (Figura 21). Observa-se
atividade osteoclastica moderada e ou discreta ao longo da linha da fratura. A
neoformacdo vascular foi substituida por células osteoprogenitoras. As
solugdes de continuidade compativeis com os defeitos 6sseos, a linha de
fratura dssea, apresentavam-se preenchidas por tecido fibroblastico, na

maioria das imagens analisadas.

Em torno das perfuracdes observa-se, semelhante ao encontrado na
linha da fratura, o inicio da atividade de neoformacdo O6ssea, com matrizes
O0sseas em processo de ossificacdo, situadas entre as fibras colagenas. As
células osteoclasticas foram observadas em torno dos ostedcitos, auxiliando
no processo de remodelacdo Ossea. A atividade angiogénica foi observada
apenas em torno das células do reparo 6sseo, para a maioria dos campos
analisados (Figura 22). As fibras coldgenas, apresentavam-se dispostas de
maneira circular, em torno da regido correspondente a cabec¢a do parafuso
(Figura 23).

Sinais de necrose ou atividade inflamatéria e infecciosa ndao foram

evidenciados, nos campos histolégicos estudados.
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Figura 20: Imagem de corte histolégico do grupo Il. Observa-se na linha de fratura o
tecido cortical (TC), trama de fibras colagenas (FC ), atividade osteoclastica (OC) e
neoformagédo éssea (NO). Aumento de 400X. Coloragdo  HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 21: Imagem de corte histoldgico do grupo II. Observa-se na linha de fratura tecido
cortical (TC), preenchido por uma trama de fibras ¢~ olagenas (FC), atividade angiogénica
(AA) e inicio da neoformacéo 6ssea (NO). Aumento de  400X. Coloragdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 22: Imagem de corte histolégico do grupo Il. Observa-se em torno da perfuragéo
uma trama de fibras colagenas (FC) circular, ativid  ade angiogénica (AA), atividade
osteoclastica (OC) e a neoformacgéo 6ssea (NO). Aume nto de 400X. Coloragéo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 23: Imagem de corte histolégico do grupo IlI. Observa-se em torno da perfuracao
uma trama de fibras coldgenas (FC) e neoformagdo 6s  sea (NO). Aumento de 400X.
Coloracao HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5. 2. 1. 3 Grupo lll- Periodo de Observacéo de 90 dias

As seccdes histolégicas revelam uma linha de fratura 6ssea pouco
definida, até mesmo nao identificada em determinados cortes. Os fragmentos
de osso corticalizado apresentam no seu interior uma deposicéo intensa de
fibras coldgenas, e entre estas fibras, atividade dos ostedcitos para promover o
reparo local (Figura 24). As fibras colagenas estavam dispostas de maneira
ordenada, seguindo o sentido da linha de reparo 6sseo (Figura 25). A atividade
osteoclastica apresenta-se discreta, ao longo da linha da fratura. A
neoformacao vascular foi substituida na maior parte das imagens analisadas,
por células osteoprogenitoras. As solu¢des de continuidade compativeis com
os defeitos 6sseos confeccionados apresentam-se totalmente preenchidos por

tecido fibroblastico ou por matriz éssea.

Em torno das perfuragcdes observou-se aglomeragéo de osteoblastos,
entre 0 0sso cortical e as fibras colagenas (Figura 26). Estas fibras colagenas
apresentam-se em processo de ossificagdo. Alguns osteoclastos foram
identificados em torno da matriz de osso neoformado, auxiliando o processo de

remodelagdo O0ssea (Figura 27).

Sinais de necrose e atividade inflamat6ria, mesmo no periodo de tempo

tardio, ndo foram evidenciados, nos campos histologicos estudados.
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Figura 24: Imagem de corte histolégico do grupo Ill . Observa-se na linha de reparo da
fratura, uma trama de fibras coldgenas (FC) orienta  das e a neoformagéo 6ssea (NO).
Aumento de 400X. Coloragdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 25: Imagem de corte histolégico do grupo Ill . Observa-se trama de fibras
colagenas (FC), atividade osteoclastica (OC), ativi  dade osteoblastica (OB) e tecido
cortical (TC). Aumento de 400X. Coloragédo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 26: Imagem de corte histolégico do grupo Il . Observa-se em torno da perfuracéo
a trama de fibras colagenas (FC), atividade osteobl  astica (OB) e tecido cortical (TC).
Aumento de 400X. Coloragdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 27: Imagem de corte histologico do grupo Il . Observa-se em torno da perfuracéo
trama de fibras coldgenas (FC), atividade osteoclas tica (OC) e a neoformacao 6ssea
(NO). Aumento de 400X. Coloracdo HE

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)



5. 2. 2 Coloracdo de Hematoxilina-eosina: andlise e statistica da
neoformacdo Ossea e da deposicdo de fibras colagena s na linha de

reparo da fratura éssea

Os dados coletados do reparo 6sseo e das fibras colagenas estédo

respectivamente nos anexos F e G.

Os dados mencionados, em pm?, foram submetidos & analise ANOVA

separadamente.

Os resultados ndo mostraram significancia estatistica tanto para os
fatores principais quanto para as interacdes correspondentes, devido a grande
variabilidade dos valores obtidos para um mesmo periodo de tempo, entre os
animais da amostra. As repetigdes (coelhos) ndo apresentaram uma tendéncia
numérica, entre as quatro regides do reparo da linha de reparo 6sseo. Na
mesma repeticdo foram observadas diferencas significativas, entre os dados

coletados.

A fim de dar ao leitor uma nog¢éo mais precisa dos valores das médias,
os dados obtidos em pum? (Tabela 5.3) foram convertidos para mm? (1 mm-
1.000 pm).

Esta grande variabilidade entre as repeticbes estd representada na
Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Médias* (mm ?) do reparo 6sseo e fibras colagenas na linha de fr  atura-
coloracéo HE.

Grandeza Periodo de Regido**
avaliada tempo (dia)
a b c d
Reparo 30 1,64 a 1,54 a 1,61 a 141 a
0sseo
60 239a 2,13 a 0,74 a 2,56 a
90 1,86 a 182a 16la 1,05a
Fibras 30 1,47b 1,93 b 1,15b 1,27 b
colagenas
60 0,79 b 1,26 b 1,66 b 0,60 b
90 0,52b 0,81 b 0,64 b 1,09 b

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

* Médias com mesmas letras sdo semelhantes
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** Regido: a (proxima a superficie dos dentes); d (préxima a cortical basilar)

Média da area de neoformacéo 6ssea nas regides da
fratura

3
2,51

2]

Escores 1,57
11

0,5

0/

2 30 dias
B 60 dias
090 dias

A B C D
Regibes da fratura

Grafico 3: Médias* (mm ?) do reparo 6sseo na linha de fratura, observando evidéncia de
reparo 6sseo mais acentuado no periodo de tempo de 60 dias para as regides A, B e D.

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Média da area das fibras colagenas nas regibes da

fratura
2,
1,5
Escores 1 @ 30 dias
260 dias
0,51 090 dias
O,

A B C D
Regides da fratura

Gréfico 4: Médias* (mm ?) das fibras colagenas na linha de fratura, observ  ando evidéncia
de deposicdo mais acentuada no periodo de tempo de 30 dias para as regides A, B e D.

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)



5. 2. 2 Coloracgédo de Sirius-red

A andlise por Sirius-red (SR) permite avaliar através da analise
descritiva e quantitativa, a deposi¢éo das fibras colagenas na linha de reparo
da fratura 6ssea e em torno do material de fixacao.

As fibras de colageno maduro, tipo I, apresentam-se em coloragéo

vermelha e as fibras do colageno imaturo, tipo I, coram-se em tons de verde.

Independentemente do periodo de tempo analisado, o colageno tipo |
esteve mais predominante, tanto para a linha da fratura (Figura 29; 31; 33),

guanto em torno das perfuragdes (Figura 28; 30; 32).

Na linha de reparo da fratura 6ssea, aos 90 dias pode ser evidenciada a
deposicdo acentuada de colageno tipo I.
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Figura 28: Imagem de corte histolégico do grupo I r  egido das perfuracdes. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloragdo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 29: Imagem de corte histolégico do grupo | r  egido da fratura 6ssea. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloragdo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 30: Imagem de corte histolégico do grupo |l regido das perfuracdes. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloracédo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 31: Imagem de corte histolégico do grupo I regido da fratura éssea. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloragdo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 32: Imagem de corte histolégico do grupo I regido das perfuracdes. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloracdo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 33: Imagem de corte histoldgico do grupo I regido da fratura 6ssea. Observa-se
trama de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. A umento de 400X. Coloragdo SR

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Andlise estatistica

5. 2. 2. 1 Area total dos colagenos distribuidos na s perfuracdes e linha de

reparo da fratura
Os resultados dessas avaliagdes encontram-se nas Tabelas 5.4 a 5.7.

A analise de variancia (Tabela 5.4) mostrou significancia para o tipo de
colageno e a interagdo correspondente a tipo de colageno x regido. Os demais

fatores principais e interagdes nédo foram significantes.

A Tabela 5.5 apresenta as meédias correspondentes ao tipo de colageno.
Verifica-se a predominancia significante (189 um?) do tipo | (maduro) em

relacdo ao tipo Il (imaturo), de 100 um?.

A Tabela 5.6 apresenta as médias correspondentes a interacdo

significante tipo de colageno x regido.

Verifica-se (Tabela 5.6) que o tipo de colageno maduro predomina em
relacdo ao imaturo nas duas regides. Entretanto a predominancia foi maior na
regido da perfuragédo (203 e 90) do que na linha de fratura (175 e 109). Ainda
que apresente pouca significancia estatistica, numericamente, o coldgeno tipo |
esta mais presente em torno das perfuragdes. O colageno tipo Il, imaturo, foi

mais intensamente observado na linha de reparo da fratura éssea.

A Tabela 5.7, correspondente as médias da interacéo periodo de tempo x

tipo de colageno x regido, mostra as tendéncias observadas atras.

Nota-se (Tabela 5.7) que nas regides das perfuracdes, ndo houve
variagdo significante, tanto do colageno maduro como imaturo, em relacéo ao
periodo de tempo. J& na linha de fratura o colageno maduro apresentou, aos
90 dias em relacdo aos 30, aumento significante. Com o colageno imaturo
ocorreu situacdo semelhante. Nos trés periodos de tempo, os valores s&o

semelhantes.
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Tabela 5.4: Analise de variancia da area total dos  colagenos distribuidos nas
perfuracdes (P) e linha de reparo da fratura (F)- ¢ oloracdo SR

Fonte de variacéo Perf. Quadrados Fratura Probabilidade
médios Ho (%)
Periodo de tempo (P) 2 2.424,7876 0,24 79,389
Residuo | 12 10.194,7959 ---
Bloco Principal 14
Tipo colageno (T) 1 120.064,1406 36,30 0,016
Interacdo P x T 2 4.342,9795 1,31 30,512
Residuo Il 12 3.307,4709 ---
Sub-bloco 15
Regido (R) 1 256,1417 0,14 71,443
Interagcdo P x R 2 2.687,0791 1,45 25,462
Interacdo T x R 1 8.496,7930 4,57 4,064
Interagdo P x T x R 2 1.485,5537 0,80 53,497
Residuo IlI 24 1.859,0333 -
Sub-bloco 30
Total 59

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Tabela 5.5: Médias* (um ?) da area total de colagenos distribuidos nas perfu  racées e linha
de reparo da fratura, coloracéo SR, correspondente ao fator tipo de colageno.

Tipo de colageno
1 (maduro) 2 (imaturo)

189 a 100 b
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

* Médias com mesmas letras sdo semelhantes

Média da éarea total dos colagenos

2007
1507
3 Tipo |
Escores 1001 @ Tipo |
50
0,
Tipos de colageno
Gréfico 5: Predominancia significativa do colageno maduro Tipo |

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Tabela 5.6: Médias* (um ?) da &rea total de colagenos distribuidos nas perfu  racdes e linha
de reparo da fratura, coloracdo SR, correspondente a interacgao tipo de colageno x

regido.
Regido Tipo de colageno Tukey (5%)
1 (maduro) 2 (imaturo)
P (perfuragdes) 203 a 90 b 43,4
L (linha de fratura) 175 a 109 b

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
* Médias com letras iguais sdo semelhantes

Média da area total dos coldgenos de acordo com as
regides

Escores B Colageno Tipo |

@ Colageno Tipo I

Perfuracdes Linha da Fratura

Regides

Gréfico 6: Predominancia do Colageno Tipo | emtorn o das perfuracdes e na linha de
reparo da fratura 6ssea

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Tabela 5.7: Médias* (um ?) da area total de colagenos distribuidos nas perfu  racdes e linha
de reparo da fratura, coloracdo SR, correspondente a interacao periodo de tempo x tipo
de colageno x regiéo.

Regido Tipo de Periodo de tempo (dias)
colageno 30 60 9%
Perfuracdes 1 (maduro) 199 ab 196 abc 214 a
2 (imaturo) 99 cd 82d 88d
Linha de 1 (maduro) 134 bed 172 abcd 220 a
i 2 (imaturo) 103 bed 125 abcd 101 cd

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
* Médias com letras iguais sdo semelhantes. Tukey (5%) = 97,1.
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Média da area total dos colagenos em torno das
perfuracdes de acordo com o periodo de tempo

250
200
1501

50 1

30 dias 60 dias 90 dias
Periodos de Tempo

B Tipo |
B Tipo Il

Gréfico 7: Pouca expressividade estatistica dos tip

perfuracdes

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

os de colageno em torno das

Escores

Média da area total dos colagenos na linha da

250
2001
1501

501

fratura 6ssea

30 dias 60 dias 90 dias
Periodos de Tempo

B Tipo |
B Tipo Il

Gréfico 8: Maior significancia do colageno tipo | a

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

0s 90 dias, na linha da fratura
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5. 2. 2. 2 Densidade total dos colagenos distribuid  0s nas perfuracdes e

linha de reparo da fratura

Os resultados dessa avaliagdo encontram-se nas Tabelas 5.8 a 5.10.
Através da andalise ANOVA (Tabela 5.8) observa-se que apenas o tipo de
colageno foi significante. A Tabela 5.9 mostra a maior expressividade do

colageno maduro (109 pum), comparado com o imaturo (57 um).

Y

As médias correspondentes a interacdo periodo de tempo x tipo de
colageno x regido, encontram-se na Tabela 5.10. As médias correspondentes
ao colageno imaturo, em relacdo ao maduro, em todos 0s casos, Ssdo

significantemente menores.

Ainda que os resultados da densidade do colageno maduro apresentem
insignificAncia estatistica, numericamente, estes valores aumentam com o
periodo de tempo, tanto pra a regido das perfuracdes como para a linha da
fratura. Para o colageno imaturo, na regido das perfuracdes, nota-se uma
diminuicdo, apenas numérica, com o aumento do tempo. Na regido da linha de

fratura, o coldgeno imaturo apresenta o maior valor no periodo de 60 dias (80

pum).
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Tabela 5.8: Anélise de variancia da densidade total de colageno, distribuido nas

perfuracdes e na linha de fratura- coloracéo SR.

Fonte de variacdo Perf. Quadrados Frat.
médios
Periodo de tempo (P) 2 1.062,9844 2,42
Residuo | 12 440,1458
Bloco Principal 14
Tipo colageno (T) 1 41.291,2539 72,69
Interacdo P x T 2 449,2480 0,79
Residuo I 12 568,0208
Sub-bloco 15
Regido (R) 1 459,2521 2,32
Interacdo P x R 2 555,8489 2,81
Interacdo T x R 1 317,4128 1,60
Interacdo P x T x R 2 255,3186 1,29
Residuo IlI 24 198,0000
Sub-bloco 30
Total 59 S

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Probabil. HO
(%)
13,032

7,876
21,549

29,359

Tabela 5.9: Médias* (um) da densidade total de cold genos distribuido nas perfuracdes e
linha de fratura, coloracdo SR, correspondente ao f  ator tipo de colageno.

Tipo de colageno
1 (maduro) 2 (imaturo)
109 a 157 b
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

* Médias com mesmas letras sdo semelhantes
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Média da densidade total dos colagenos

1601

140/

1201

100

Escores 801
601

40+

201

BTipo |
B Tipo Il

0<

Tipos de coladgeno

Gréfico 9: Maior significancia da densidade do cold  geno tipo Il
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Tabela 5.10: Médias* (um) da densidade total de col agenos, distribuidos nas perfuracdes
e na linha de fratura, colorac@o SR, correspondente a interagdo periodo de tempo X tipo
de colageno x regiéo.

Regido Tipo de Periodo de tempo (dias)
colageno
30 30 90
Perfuracdes 1 (maduro) 108 ab 111 ab 107 ab
2 (imaturo) 61 cd 50 cd 44d
Linha de 1 (maduro) 107 ab 116 a 106 ab
fratura
2 (imaturo) 63 cd 80 bc 42d

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
* Médias com letras iguais sdo semelhantes. Tukey (5%) = 32,1.



Média
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Escores 60
40/
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da densidade total dos colagenos em torno
das perfuragdes

30 dias 60 dias 90 dias
Periodo de Tempo

B Tipo |
B Tipo Il

Grafico 10: Discreta predi

lecdo da densidade do col  ageno tipo Il no periodo de 30 dias,

em torno das perfuragdes

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Média da densidade total dos colagenos na linha da

fratura 6ssea
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Gréfico 11: Densidade mais acentuada do colageno ti

linha da fratura

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

po | e Il no periodo de 60 dias, na



107

5. 3 RESULTADOS DESCRITIVOS DA ANALISE POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

A analise descritiva por microscopia eletrbnica de varredura verificou a
linha de reparo da fratura e a deposicdo de osso em torno do material de
fixacdo. A andlise por EDS quantificou e qualificou os elementos quimicos

presentes na superficie dssea.

5. 3. 1 Grupo I- Periodo de Observacéo de 30 dias

As imagens capturadas mostram uma deposigdo 6ssea vertical em torno
do material de fixagéo, delimitando discretamente os contornos da placa e dos

parafusos (Figura 34).

A linha da fratura encontra-se bem definida através de 2 segmentos de
osso cortical, sem solucdo de continuidade (Figura 35). Na por¢ao da cortical
basilar da mandibula, o reparo 6sseo da fratura esta em processo inicial de
consolidacdo Ossea, através da deposicdo de um o0sso jovem (Figura 36),
pouco estruturado, apresentando em sua superficie células osteoblasticas
(Figura 37).

Em torno das perfuracdes observa-se a deposicdo 6ssea nas estruturas
adjacentes a cabeca do parafuso, e em torno das espiras do parafuso, um
crescimento 0sseo discreto (Figura 38). Neste crescimento 6sseo em torno das
espiras do parafuso, em maior aumento, observa-se a deposi¢ao intensa de

células osteoblasticas (Figura 39).

Em analise da superficie 6ssea por EDS foram evidenciados elementos
de Célcio (Ca) e Foésforo (P), presentes na superficie 6ssea, Carbono (C) do

preparo da amostra para analise e Oxigénio (O) do meio (Figura 40).
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.¢A'(:|:.V i'Sput Magn Det WD —————] 2 mms ‘
200kV 45 32x SE 164

)

Figura 34: Eletromicrografia do grupo I. Observa-se perfuracdo 2 (P2), osso em torno da
placa (PL), perfuracédo 3 (P3), linha de fratura (LF ). Aumento de 32X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Acc.V  Spot Magn “.Det’ WD

20.0kV 45 .100x . SE 160

Figura 35: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se a lacuna correspondente a linha de
fratura. Aumento 100X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 36: Eletromicrografia do grupo I. Observa-se 0sso maduro (OM), osso imaturo
(Ol) e a linha de fratura (LF). Aumento de 200X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 37: Eletromicrografia do grupo |. Observa-se 0sso maduro (OM), osso imaturo
(Ol) repleto de osteoblastos. Aumento de 400X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 38: Eletromicrografia do grupo I. Observa-se a perfuracéo 4 (P4) e as espiras do
parafuso (EP). Aumento de 50X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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AccV SpotMagn Det WD-F———— 100%m
200kV 34 400x  SE 439 ~

vt -

»

Figura 39: Eletromicrografia do grupo I. Observam-s e as espiras do parafuso (EP) e
osteoblastos (OB). Aumento de 400X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 40: Eletromicrografia do grupo I. Observam-s e através da analise por EDS
elementos de Carbono (C), Oxigénio (O), Fésforo (P) , Calcio (Ca).

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5. 3. 2 Grupo lI- Periodo de Observacéo de 60 dias

A linha da fratura pode ser definida pela deposigéo de um 0sso jovem,
pouco organizado, pouco remodelado (Figura 41). Na linha de reparo da
fratura, em direcdo a cortical basilar da mandibula, observa-se o inicio da
estruturacdo Ossea, através da formacdo dos canais Haversianos, presentes
do osso maduro para nutricdo Ossea (Figura 42). Em analise por back
scattering (BSE) pode se determinar & estrutura do canal de Havers (Figura

43).

Na regido correspondente ao contorno da placa de titanio, observa-se
crescimento 6sseo intenso, e na regido das perfuracdes, intensa deposicdo
O0ssea nas estruturas adjacentes a cabeg¢a do parafuso, encobrindo
parcialmente a perfuracdo, para a maioria das imagens analisadas (Figura 44).
Ap6s a remocdo do parafusos, na regido correspondente as espiras do
parafuso, pode ser visualizado um crescimento 6sseo bem definido, com
algumas células osteoblasticas (Figura 45). Neste crescimento 6sseo em torno
das espiras do parafuso, em maior aumento, observa-se a organizacdo da
matriz 6ssea, em forma de trabeculado, através de um sistema de canais,

orientados na mesma direcéo (Figura 46).

Em analise da superficie 6ssea por EDS foram evidenciados elementos
de Potéassio (K) e Célcio (Ca) provenientes da superficie 6ssea, e elementos
de Carbono (C) e Ouro (Au) do preparo da amostra para a analise por

microscopia eletronica (Figura 47).



Figura 41: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-s e perfuracéo 2 (P2), osso em torno da
placa (PL), perfuracéo 3 (P3), linha de fratura (LF ). Aumento de 32X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 42: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-s e 0 0sso em torno da placa (PL),
perfuracdo 3 (P3) e linha de fratura (LF). Aumento  de 32X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 43: Eletromicrografia do grupo Il em BSE . Observa-se a linha de fratura (LF) e 0
canal de Havers (CH). Aumento de 65X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

g A[:'tl:..i\‘; ~“Spot Magn De
= 20.0kV. 3.7 '100x SE

Figura 44: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-s e a perfuracéo 1 (P1), as espiras do
parafuso (EP) e a neoformacao éssea (NO). Aumento  de 100X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 45: Eletromicrografia do grupo Il. Observam-  se, as espiras do parafuso (EP) e
células osteoblasticas (OB). Aumento de 400X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

"(__:'fcl._V'_g_S:n';?nt Magn _ Det wWD- F—— 50 pgm
00 K. 8.6 1-100 x SE 9.8
i ¥

Figura 46: Eletromicrografia do grupo Il. Observa-s e a neoformacgéo 6ssea (NO).
Aumento de 1000X
Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 47: Eletromicrografia do grupo Il. Observam-  se através da analise por EDS
elementos de Carbono (C), Ouro (Au), Potassio (K) e  Célcio (Ca).

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5. 3. 3 Grupo llI- Periodo de Observacéo de 90 dias

by

Na regido correspondente a placa de titAnio observa-se intensa
deposicéo 0ssea. A linha da fratura ndo € diferenciada do osso adjacente, em
grande parte da extensao do defeito 6sseo (Figura 48). Na linha de reparo da
fratura, em dire¢do a cortical basilar da mandibula, observa-se a deposicéo de
um 0sso praticamente remodelado, semelhante ao osso cortical, localizado nas
margens da fratura (Figura 49). Em maior aumento da linha da fratura,
identifica-se o local de reparo 6sseo através de depressbes na superficie,

envoltas por tabiques de neoformacao 6ssea (Figura 50).

Na regido correspondente as perfuracfes, através da andlise por BSE,
pode se determinar & irregularidade da deposi¢cdo dssea sobre o material de
fixacdo. A regido de neoformacdo Ossea tendeu a recobrir a regido das

perfuracdes, para a maioria das imagens analisadas (Figura 51).

Em andlise da superficie 6ssea por EDS foram evidenciados elementos
de Calcio (Ca) provenientes da superficie 6ssea, elementos de Ouro (Au) do
preparo da amostra para a andlise por microscopia eletrénica e oxigénio (O)
(Figura 52).
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Figura 48: Eletromicrografia do grupo Ill. Observa-  se a perfuracéo 2 (P2), a perfuragédo 3
(P3), o crescimento em torno da placa (PL) e alinh  a da fratura (LF). Aumento de 32X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

AceyY Spot Magn Det WD —————— 2mm
20.0 kV 5.2 26x SE 199

Figura 49: Eletromicrografia do grupo Ill. Observa-  se a perfuracéo 2 (P2), a perfuracdo 3
(P3), o crescimento em torno da placa (PL) e alinh  a da fratura (LF). Aumento de 26X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 50: Eletromicrografia do grupo Ill. Observa-  se a linha da fratura (LF) e as &reas de
neoformacédo 6ssea. Aumento de 400X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

Figura 51: Eletromicrografia do grupo lll em BSE. O  bserva-se a perfuracado 2 (P2) e as
areas de neoformacao 6ssea (NO). Aumento de 51X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 52: Eletromicrografia do grupo Il. Observam-  se através da analise por EDS
elementos de Oxigénio (O), Ouro (Au) e Célcio (Ca).

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5. 3. 4 Resultados descritivos da Andalise do Materi  al de Fixacao

A analise descritiva das imagens obtidas a partir das placas de titanio
mostrou integridade do contorno do material, com quantidades de deposi¢céo
de osso neoformado variadas ao longo dos periodos de tempo, para todas as

imagens analisadas (Figura 53).

As cabecas dos parafusos apresentaram-se integras, em todos os 3
grupos analisados, sem danificacdo da superficie por esmagamento ou
dissolugcdo do material. Na regido central da cabega do parafuso,
correspondente a regido da depressao para aprisionamento do material,
observou-se deposicdo 6ssea intensa, especialmente no periodo de 90 dias
(Figura 54).

O defeito criado pela broca na superficie da placa, ao periodo de 90
dias, aparece como estrias de tamanho e dire¢fes indefinidas (Figura 55). Em
maior aumento, estas estrias sdo visualizadas como ranhuras de polimento,
paralelas a dire¢cdo do movimento da broca, ladeada pela superficie integra da

placa de titanio (Figura 56).
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e

Figura 53: Eletromicrografia da placa de titanio. O  bserva-se a placa de titanio (PL) e a
neoformacéo 6ssea (NO). Aumento de 48X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)

AceV  Spot Magn Det WD e 1mm
20.0 kV 32 66x SE 121

Figura 54: Eletromicrografia da placa de tithnio. O  bserva-se a cabeca do parafuso (CP) e
a neoformacéo 6ssea (NO). Aumento de 66X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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AceV  Spot Magn Det WD
20.0kV 4.2 37x SE 254

Figura 55: Eletromicrografia da placa de titanio do grupo lll. Observa-se a placa de
titanio (PL), a neoformacéo 6ssea (NO) e o defeito  criado pela broca (DB). Aumento de
37X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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Figura 56: Eletromicrografia da placa de titanio do grupo lll. Observa-se a superficie
integra do titénio (S| Ti) e o defeito criado pela  broca (DB). Aumento de 1435X

Fonte: Dados da pesquisa (FO/PUCRS, 2007)
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5.4 RESULTADOS DESCRITIVOS DA ANALISE POR DENSITOMETRIA
OSSEA

Para o grupo | (Figura 57), correspondente ao periodo de 30 dias,
a area R1 foi selecionada e escaneada pelo densitbmetro, a partir da linha da
fratura ainda presente, em alguns pontos da peca. Dentro desta area R1
selecionada, o indice de mineral no osso (BMC) esta aumentado, se
comparado as outras amostras. A densidade mineral (BDM) na regido da

fratura esta aumentada (0.2266).

Para o grupo Il (Figura 58), correspondente ao periodo de 60 dias,
a area indicando a metade da peca teve de ser previamente demarcada por
um cursor metdlico, pois o reparo da osteotomia estava completo, ndo sendo
mais possivel identificar, pelo escaneamento, o ponto exato para determinacéo
de R1. A medida da BDM (0.1936) ainda permaneceu aumentada, mas 0sS

valores da BCM na R1 (0.0557) tenderam a normalidade.

Para o grupo Il (Figura 59) correspondente ao periodo de 90 dias
da implantacdo do material, a regido correspondente a R1 pbOde ser
identificada no escaneamento a partir da radiopacidez do osso depositado
aposicionalmente em torno dos parafusos. Os valores para a BCM
permaneceram proporcionais aos da amostra anterior. O indice da BDM na R1
(0.2254) permaneceu proporcional aos periodos de tempo anteriormente

avaliados.



125

DI PUCRS
868668714 Wed B6.Jun.ZBA7Y 15:55
Name : RATBAR
Comment :
I.D.: Sex: F
5.8.4: = = Ethnic:
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Figura 57: Andlise densitométrica do grupo I.
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Figura 58: Analise densitométrica do grupo II.
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Figura 59: Andlise densitométrica do grupo Ill.
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6 DISCUSSAO

O osso é um dos tecidos que apresentam maior dureza do corpo
humano e esta rigidez, associada ao excelente potencial regenerativo
(SCHENK, 1996; LERNER, 2000) serve, entre outras fungdes, para a protecao
de érgaos vitais e para a inser¢cao dos musculos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999).

No momento em que ocorre uma fratura 6ssea, seguem-se reacdes
metabdlicas de deposicéo e reabsorgdo 6ssea, a fim de se restaurar a forma e
a funcéo do tecido lesado (CATANZARO GUIMARAES, 1982; POSPISILOVA,
1982; BURKITT et al., 1997; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Esta atividade
osteoblastica simultdnea a acdo osteoclastica € denominada remodelagéo
0ssea, essencial durante a fase de crescimento do individuo e ainda, no
processo de reparo tecidual (LERNER, 1997; SALO et al., 1997; LERNER,
2000).

O angulo mandibular é considerado por alguns autores como a regido
de maior fragilidade da mandibula (SHUBERT et al., 1997; ELLIS Ill, 1999).
Seu tratamento € dificultado devido a acdo de “alavanca” promovida pela

inser¢cdo dos musculos masseter e pterigdideo lateral (ELLIS 11l, 1999).

Com a introducdo e a popularidade das miniplacas e parafusos
metélicos nos ultimos trinta anos, os meétodos de fixacdo éOssea para a
estabilizacdo das fraturas do angulo mandibular tornaram-se cada vez mais

efetivos.

O titénio surgiu no mercado como um material adequado para promover
a estabilizagdo dos segmentos dsseos devido as suas excelentes propriedades
de biocompatibilidade e resisténcia a corrosédo (MOBERG et al., 1989;
ROSENBERG et al., 1993).
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6. 1 O EXPERIMENTO

6. 1. 1 Andlise Macroscépica

Os metais, entre eles o titanio, sdo passiveis de sofrer um processo de
dissolugdo por adsorcdo da porgcdo organica originaria na superficie dos
implantes (SUNDGREN et al., 1986). Este processo de dissolugdo promove a
liberacdo de particulas nos tecidos adjacentes ao material (ONODERA et al.,
1993). Segundo ROSENBERG et al. (1993), a causa da pigmentacao
proveniente das miniplacas de titdnio ainda é desconhecida. Um fator a ser
considerado seria a indugéo de microfraturas, promovendo o desprendimento
de particulas de tithnio, visto que esta pigmentacdo encontrava-se,
tendenciosamente, nos tecidos moles adjacentes ao material. Contudo, a exata

origem destas particulas ainda permanece inespecifica.

Nos estudos de MOBERG et al., 1989 e ROSENBERG et al., 1993,
estes elementos desprendidos da placa de titanio foram evidenciados apenas
nos tecidos moles adjacentes, sem complicagbes como processos infecciosos
ou inflamatorios associados. Em contraposicdo aos resultados encontrados
neste estudo, durante a analise das pecgas anatdbmicas obtidas, ndo foram
observadas pigmentacfes escurecidas nos tecidos adjacentes as placas e aos
parafusos de titdnio que pudessem sugerir a dissolucdo do material.
WEINGARD et al ainda em 1989 por sua vez sugerem que, as placas de ago
ou outras ligas metdlicas, devam ser removidas rotineiramente por
apresentarem potencial de toxicidade proveniente da dissolugdo do material e

consequente agregacgdo na cadeia linfatica.

Quanto ao potencial de promover infeccdo, ARENS et al. (1996) e
JOHANSSON et al. (1999) afirmam que as caracteristicas do material
implantado como design, superficie e técnica ndo parecem ser relevantes. Na
amostra analisada por este experimento, a placa e os parafusos de titanio nédo
propiciaram a formacgéo de processos inflamatdérios ou infecciosos. JAQUES et
al. (1997) analisando uma série expressiva de casos de fratura mandibular

estabilizadas pelo sistema de fixagéo interna rigida tipo AO, entre elas fraturas
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de angulo, evidenciaram poucas complicagbes associadas a presenca do
material implantado, afirmando que o sistema por placas e parafusos de titanio
permite a mobilizacdo imediata da mandibula e a recuperagcdo precoce do

paciente.

S&o inimeras as técnicas descritas com sucesso na literatura para o
tratamento das fraturas de angulo mandibular. De acordo com SIDDIQUI et al.
(2007), fraturas de angulo mandibular tratadas por uma ou duas placas
parecem nao diferenciar quanto a probabilidade do ocorrer complicacdes, nem
mesmo se tratadas por uma miniplaca (via acesso intrabucal) ou por uma placa
de reconstrucdo (via acesso extrabucal) segundo KURIAKOSE et al. (1996),
ARENS et al. (1996) e ELLIS IIl et al. (1999). Corroborando com estes
achados, nesta pesquisa a utilizagdo de uma miniplaca, via acesso extrabucal,
se mostrou eficaz para o tratamento das fraturas de angulo mandibular em
coelhos, propiciando reparo 6sseo adequado para todas as amostras

analisadas.

As placas compressivas de contato dindmico sdo confeccionadas, assim
como o0 material empregado nesta pesquisa, por puro titanio comercial, e vém
sendo utilizadas por mais de 30 anos como sistema de fixacdo (PERREN et
al., 1990). Porém autores como FERGUSON et al., 1960 e MORAN et al., 1991
relatam que a presenca do material em intimo contato com o 0sso poderia
afetar o aporte sanguineo no local, dificultando a adaptacéo fisiologica do osso
adjacente e, propiciando a atividade reativa de encapsulacio deste material de
fixacdo. Para os 3 periodos de tempo avaliados por este estudo, a superficie
Ossea adjacente a placa de titdnio apresentava-se remodelada pela agéo
compressiva da placa. No momento da obtengdo das pecas anatbmicas,
observou-se a presenca de um tecido fibroso, extremamente aderido ao 0sso e
ao material da fixacdo, e esta adeséo fibrosa esteve mais presente no maior
periodo de tempo, entretanto, uma atividade reativa de corpo estranho, com a

encapsulacao do material ndo foi identificada nas amostras analisadas.

Defeitos com dimensfGes de espagamento curto entre os segmentos

0sseos, semelhante ao trago de fratura promovido por esta pesquisa, tendem a
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ser reparados com relativa facilidade, sem deixar uma cicatriz fibrosa (SEAL et
al., 2001). Entretanto a biomecénica do angulo dificulta o reparo 6sseo no
local, pois 0 angulo representa o ponto de confluéncia abrupta entre o corpo e
o ramo mandibular (ELLIS IIl, 1999). Ainda que a forma de tratamento por
placas e parafusos tenha sido executada em modelo animal (o coelho) neste
estudo, com anatomia de insercdo muscular e disposicdo geométrica da
superficie 6ssea diferenciadas do humano, a elaboragdo de um grupo controle,
como no estudo de TAKATSUKA et al. (2005) em que foram promovidas
fraturas de condilo sem a fixagdo dos segmentos 6sseos seria inviabilizada
nesta amostra, pois, fraturas de angulo mandibular sem sistema de fixagéo
tenderiam & instabilidade devido a acdo muscular no local, causando

inapeténcia e a morte destes animais.

A acéo de “alavanca” sofrida pelo &ngulo mandibular descrita por ELLIS
Il (1999), pode ser observada atravées de uma deposicdo Ossea mais
acentuada sobre o segmento ésseo lateral, se comparado ao segmento 6sseo

medial, que compreende o segmento fixo da mandibula.

Os resultados obtidos por este estudo sugerem que, entre 30 e 60 dias
ocorra 0 processo de reparo da fratura Ossea, através do preenchimento
progressivo da linha de osteotomia por um tecido pouco estruturado. Os
segmentos 0sseos apresentam-se unidos de pela deposicdo deste tecido
fibroso, firmemente aderido ao periosteo. Aos 90 dias, por sua vez, os dados
estatisticos comprovam diferenca significativa de reparo, através da deposi¢do

de um osso semelhante ao tecido cortical adjacente a linha da fratura.

Corroborando com os achados de ZAFFE et al. (2003), nas amostras
analisadas, afirmam que o titdnio induziu o crescimento ésseo aposicional
progressivamente sobre o material de fixagdo. Quando comparados 0s trés
periodos de tempo da amostra, a diferenca foi significativa estatisticamente,
especialmente no periodo de tempo de 90 dias. A retencdo prolongada das
placas de titanio até o periodo observacional de 90 dias favoreceu a deposi¢éo
Ossea vertical, sem promover osteélise da superficie 6ssea em intimo contato

com a placa e os parafusos.
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6. 1. 2 Andlise por Microscopia de Luz

6. 1. 2. 1 Coloracdo Hematoxilina-eosina

O processo de reparo 6sseo descrito por CATANZARO GUIMARAES
(1982) e POSPISILOVA (1982) é composto por trés fase distintas: a fase
inflamatdria, a reparadora e a remodeladora. Estas fases foram determinadas,
em tempos distintos, a partir de uma andlise descritiva da linha de fratura

0ssea, durante os periodos de tempo avaliados por esta pesquisa.

De acordo com os relatos de JUNQUEIRA & CARNEIRO (1979), a
angiogénese € um dos fatores mais importantes para o reparo 0sseo, pois a
hipéxia provocada pela injuria tecidual conduz a regulagdo na producdo de
fatores angiogénicos e seus receptores procuram restaurar o suprimento
sanguineo na loja cirdrgica através da deposi¢do do coagulo sanguineo. Essa
angiogénese pode ser identificada neste estudo, especialmente no periodo de
30 dias da fratura, através do derramamento de vasos decorrente da fratura e
pela presenca de algumas células de defesa, como neutréfilos e macrofagos.
Aos 60 dias, este coagulo sanguineo comecou a ser substituido por células
precursoras do reparo 6sseo, descrito por CATANZARO GUIMARAES (1982)
e POSPISILOVA (1982) como a fase reparadora, e aos 90 dias, este
derramamento de vasos concentrava-se em determinados campos,
especialmente em torno das perfuragdes, onde ocorreu rompimento da cortical
0ssea e compressao do 0sso medular, no momento da inser¢ao dos parafusos

rosqueados.

BURKITT et al. (1997), descreveram que, apds a fase de maturacdo da
matriz organica 0ssea, observada neste experimento através da deposicéo
acentuada de fibras colagenas aos 60 dias, os cristais amorfos de fosfato de
calcio iniciam a colonizacdo e a precipitacdo destas lacunas anteriormente
ocupadas pelas fibras colagenas. Corroborando com estes achados, aos 90
dias identificou-se um maior nUmero de células osteoprogenitoras, circundadas
por osteoclastos a fim de promover a remodelacdo destes sitios de

neoformacdo O0ssea. Esta remodelacdo é um processo fisiolégico segundo
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HILL e ORTH (1988) e necessaria para se manter o equilibrio da massa 6ssea
(SWAMINTHAN, 2001).

As fibras colagenas depositadas no periodo de 60 apresentavam-se de
maneira desorientada e, entremeadas por células precursoras do reparo
0sseo, semelhante aos resultados encontrados por ZHANG et al. (2003) em
tibias de coelhos em igual periodo de tempo. Aos 90 dias, estas fibras estavam
dispostas de maneira ordenada, interpostas mais frequentemente por matrizes
Osseas, ocupando maiores regides do que no periodo de tempo anterior,

sugerindo ossificagdo mais avangada do calo fibroso.

A reacdo tecidual predominante & presenca de um corpo estranho é a
encapsulacdo por tecidos moles. A espessura e a composicao celular desta
camada de tecido mole refletem a biocompatibilidade do material e as
condicdes da superficie metalica. Estes mesmos fatores interferem na adeséo
do tecido mole ao implante (ANDREWS et al., 1979; RAHN et al., 1980).

ROSENBERG et al. (1993) identificaram particulas desprendidas das
placas de aco especialmente no interior do citoplasma de células gigantes.
ONODERA et al. (1993) analisando os tecidos moles adjacentes ao material de
fixacdo removido de pacientes apos o periodo de consolidacdo 6ssea também
encontraram indicios da dissolu¢do passiva do titanio. KIM et al. (1997) em
estudo semelhante encontrou particulas de titanio localizadas entre as fibras
colagenas, sugerindo que estas particulas poderiam propiciar a degeneracéo
da matriz 6ssea. Contrapondo estes achados, ZAFFE et al. (2003)
encontraram ions de titdnio situados a uma distancia inferior a 1 mm, sem
interferéncia no processo osteogénico do reparo. Até o periodo de tempo
avaliado por esta amostra ndo foram identificadas reacdes de corpo estranho

por particulas de titAnio desprendidas do material de fixagao.

WEINGART et al. (1994) afirmam que particulas depositadas na
superficie dos implantes de titdnio, como por exemplo o plasma spray, podem

ser transportadas por fagécitos até a cadeia linfatica. JORGENSON et al.
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(1999) discordando destes achados afirmam que o tratamento superficial reduz

o potencial de dissolugcéo passiva do titanio.

Quando as dimensdes dos defeitos estabelecidos nos tecidos 6sseos
sd0 pequenas, estes se regeneram com relativa facilidade, sem deixar uma
cicatriz fibrosa (SEAL et al., 2001). A fim de se quantificar esta formacéo
tecidual, foram determinadas as medidas das areas de deposicéo fibroblastica
bem como, das trabéculas de neoformagéo dssea presentes ao longo da linha
de reparo da fratura. Os valores obtidos através da morfometria do reparo
0sseo, tanto em relagdo a deposicdo 6ssea, quanto em relagdo a area das
fibras colagenas ndo foram significantes estatisticamente entre os trés

periodos de tempo comparados nesta pesquisa.

A analise estatistica comprovou uma grande variabilidade entre os
campos analisados, ao longo da linha do reparo 6sseo, com uma discreta
tendéncia a deposicao de tecido fibroso no periodo de 30 dias e uma maior
ossificacdo da linha da fratura no periodo de tempo de 60 dias. Entretanto a
quantificacdo das areas das fibras coldgenas e da neoformagdo Ossea
pareceram ndo apresentar significancia estatistica de acordo com os tempos
determinados pelo estudo. Estes resultados indicam que, assim como na
analise macroscépica, uma vez estabelecido o preenchimento do defeito ésseo
por tecido fibroso, no periodo de 90 dias, variagbes quanto a maturacao
tecidual ndo podem ser quantificadas de maneira precisa através da analise

morfométrica, pela coloracédo de HE.

Neste estudo, a determinacdo da area de neoformacdo éssea e de
deposicdo das fibras colagenas ndo pareceu ser um método eficaz para a
compreensdao dos fenébmenos de reparo 6sseo, ao longo da fratura mandibular
em coelhos. A area estabelecida como um campo de tecido fibroblastico, no
método da morfometria pelo HE, ainda que seja semelhante, se comparada
durante os periodos de observacéo, pode ndo apresentar a mesma densidade,
contudo apresentam a mesma é&rea, e estas medidas sdo transferidas
comparativamente, apresentando-se como resultados sem expressao

estatistica.
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6. 1. 2. 2 Coloracao Sirius-red

O tecido 6sseo é composto por uma matriz calcificada, especialmente
cristais de hidroxiapatita, e por moléculas organicas constituidas basicamente
por fibras coldgenas (ROSS et al., 1993; LERNER, 2000; GARDNER e HIATT,
2002).

No osso compacto maduro, as fibras colagenas do tipo | representam
aproximadamente 90% do componente organico (YOUNG e HEATH, 2000), o
tecido 6sseo lesado por sua vez, tende a ser povoado integralmente por fibras
colagenas, especialmente o colageno imaturo, formando o calo fibroso
(CATANZARO GUIMARAES,1982; POSPISILOVA, 1982). A partir deste
estudo procurou-se estabelecer o tipo de colageno predominante na linha de
reparo da fratura 6ssea e em torno das perfuragbes para a insercdo dos
parafusos, a cada periodo de tempo estabelecido por esta pesquisa. A area e
a densidade dos dois tipos de coladgeno, o tipo | e o tipo Il, foram quantificadas

através de uma ferramenta do programa Image pro plus.

A predominéancia significativa do colageno tipo |, tanto em torno das
perfuracdes quanto na linha de reparo da fratura 0ssea permite afirmar que a
deposicéo do calo fibroso esteja concluida aos 30 dias. Este colageno maduro,
tipo I, ocupa a maior area dentro das regifes estudadas, se comparado ao
colageno tipo Il, sem apresentar variagcdes estatisticas quanto aos periodos de
tempo. Na linha de reparo da fratura 6ssea, o colageno tipo | pode ser
observado com maior predominancia no periodo de 90 dias, sugerindo
substituicdo gradual das fibras de colageno imaturo, por fibras de colageno
maduro. Em torno das perfuragbes, o indice destes colagenos se mantém
proporcional ao longo dos periodos de tempo de maneira a favorecer a
substituicdo gradual e precoce do colageno imaturo por fibras maduras, ainda

no periodo de 30 dias.

Como a densidade do colageno tipo Il é predominante, apesar do tipo |
apresentar-se com mais frequéncia, pode-se afirmar que as fibras do colageno

jovem, tipo Il, depositadas no inicio do reparo ésseo ocupam uma pequena
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area, pois sao substituidas pelo colageno tipo I, entretanto estas fibras jovens
apresentam uma grande densidade. A média da densidade destas fibras
coldgenas permanece estavel durante as fases avaliadas, portanto a
densidade do colageno tipo | ndo se altera durante o processo de ossificacdo
da linha de fratura. A densidade do colageno tipo Il alcanga seu pico em torno
dos 60 dias e a partir de entdo, ocorre sua substituicdo por fibras maduras

dando inicio ao processo de transformacéo do calo fibroso em calo 6sseo.

Considerando-se que o metabolismo do coelho esteja aumentado em
1,5 aproximadamente, se comparado ao metabolismo humano, segundo
NORRIS et al. (2001), pode-se afirmar que o processo de ossificagdo do
reparo esteja terminado, com a deposi¢éo de fibras colagenas pouco densas e
imaturas, aos 30 dias para os coelhos, equivalendo aproximadamente a 45
dias para os humanos. Passados 60 dias da fratura para os coelhos,
aproximadamente 90 dias de equivaléncia ao humano, a linha de reparo da
fratura apresenta maturacdo 6ssea em atividade, com fibras colagenas tipo Il
atingindo a maior densidade. Aos 90 dias (135 dias para os humanos), esta
linha de reparo apresenta-se como uma area de deposicao de fibras colagenas
tipo I, como uma trama de fibras maduras, orientadas, contendo no seu interior

osteqcitos, iniciando o processo de ossificagao.

6. 1. 3 Andlise por Microscopia Eletrénica de Varre  dura

Embora ndo seja um consenso na literatura, propriedades do titanio
como a reatividade, difusdo e acumulo séo considerados. O maior cuidado na
retencdo permanente das miniplacas e parafusos metalicos como o0 ago e o
tithnio utilizado na estabilizacdo das fraturas Osseas seria 0 potencial de
corrosdo (LINDER et al., 1975) e agregacgdo a cadeia linfatica (ONODERA et
al., 1993; WEINGARDT et al., 1994). Entretanto, avancos nas técnicas de
producdo dos materiais de fixagcdo, fazem do titanio o material de eleicédo para
a estabilizacdo das fraturas dsseas, especialmente quando ndo se tem a

intencdo de remové-los.
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Nos implantes de titanio ocorre a formacéo espontanea de uma camada
de oxido sobre a superficie, e a espessura desta camada pode aumentar
durante a implantagdo devido a incorporagdo de particulas orgénicas e
inorganicas (SUNDGREN et al., 1986). Esta camada € capaz de promover

resisténcia a corrosdo e reduz a difusdo do metal aos tecidos adjacentes
(ALBREKTSSON et al., 1983).

A microscopia eletrbnica de varredura permite a andlise por fotoeletro-
espectromicroscopia para se determinar as condigdes quimicas da superficie
(UNGERSBOCK et al., 1996). De acordo com as especificaces do fabricante,
este equipamento é capaz de gerar imagens de amostras isolantes sem a
necessidade de metalizacdo, através do modo de baixo vacuo. Este recurso
procurou ser praticado por esta pesquisa a fim de se obter amostras sem o
revestimento em ouro, pois o pico da transi¢do ka do fosforo, na analise por
EDS, sao sobrepostos a transicdo Ma do ouro, inviabilizando o aparecimento
claro do pico de fosforo, sobreposto ao pico do ouro devido a baixa resolugéo
do detector (BRUNDLE et al., 1992).

O sistema de EDS é capaz de realizar uma andlise por pontos, linhas e
regides definidas sobre a imagem adquirida da amostra, gerando um mapa dos
elementos sobre a imagem obtida (BRUNDLE et al., 1992). Beneficiando-se
destes recursos, este estudo procurou determinar os elementos presentes na
linha de reparo da fratura éssea, entretanto, as amostras com 60 e 90 dias
tiveram de ser revestidas em ouro, pois, 0 excesso de tecido mole aderido a
peca, inviabilizou a aquisicdo das imagens com nitidez. A amostra com 30 dias
de pos-operatério foi analisada sob revestimento em carbono e este tipo de
revestimento, permitiu a identificacdo do pico de fosforo, essencial para o

reparo 0sseo.

O sistema de EDS foi aplicado a este estudo para mapear os elementos
presentes na superficie éssea adjacente ao sistema de fixacdo, em diferentes
periodos de tempo, entretanto, contrapondo os achados de ROSENBERG et
al. (1993) e KIM et al. (1997) ndo foram identificados elementos de titanio ou

indicios de dissolugdo superficial, que pudesse solicitar a remogdo deste
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material, assim como nos achados de MATTHEW et al. (1996). Os elementos
de titAnio encontrados sobre a superficie 6ssea, em analise de varredura
superficial concentravam-se em patrticulas, bem delimitadas, desprendidas do
corpo da placa, apenas na amostra em que foi necesséaria a utilizacdo de
brocas para a remog¢do do material. Estas particulas desprendidas
apresentavam-se incrustadas na superficie 6ssea e nao integradas a elas. A
impressdo negativa desta particula foi identificada na analise da superficie da
placa de titdnio. Em andlise por EDS da superficie desta particula, foram

encontrados apenas elementos de titanio.

Corroborando com os estudos de COATHUP et al (1999) e ZAFFE et al.
(2003), nos resultados encontrados por este estudo observa-se um intenso
crescimento 0sseo aposicional sobre o material de fixacdo utilizado na
estabilizagdo das fraturas mandibulares em modelo animal. Aos 90 dias de
controle, a placa e as cabegas dos parafusos encontravam-se praticamente

imersas em 0sso neoformado.

O sistema de fixacdo por uma miniplaca e quatro parafusos utilizados
para a estabilizacdo das fraturas de angulo mandibular se mostrou eficaz na
estabilizacdo dos segmentos 0sseos, permitindo o reparo tecidual da linha de
fratura com um calo fibroso aos 30 dias, e posteriormente a substituicdo deste
calo fibroso por um calo 6sseo aos 60 dias, composto por 0SSO jovem,
desestruturado, iniciando o desenvolvimento dos canais nutricionais
constituidos pelos sistemas haversianos, que segundo ROSS et al. (1993),
desenvolvem-se apenas no 0SSO compacto, através do processo de
remodelacdo Ossea. Este processo fica evidente aos 90 dias, através da
deposicdo de um tecido estruturado, semelhante ao osso cortical adjacente a

linha da fratura.

MATTHEW et al. (1996) encontraram as cabegas dos parafusos
danificadas pelo processo de insercdo. No presente estudo, em analise
semelhante, as ranhuras de adaptacdo da chave, na cabeca do parafuso
permaneceram integras, sem sinais de danificacdo da superficie do titanio,

devido provavelmente diferenca de dureza do titanio comercialmente utilizado
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atualmente para a fabricacdo dos sistemas de fixagdo. No interior das ranhuras
da cabeca dos parafusos observou-se intensa deposi¢céo 0ssea, especialmente

no periodo de controle tardio.

6. 1. 4 Andlise por Densitometria Ossea

Inicialmente, a densitometria 6ssea era determinada a partir de tomadas
radiogréficas convencionais, submetidas a aparelhos de fotbmetro para se
quantificar a intensidade da luz incidente em uma determinada regido da
imagem. Os aparelhos apresentavam um sistema de vedamento, para que a
luz externa do ambiente n&o interferisse nos resultados obtidos, e assim, a

regido de interesse ndo poderia ser determinada com preciséo.

Atualmente, o aparelho de densitometria permite selecionar uma &rea
dentro de uma imagem, e ainda, empregar a esta aquisicao, filtros especificos
para o tamanho e a espessura da regido a ser analisada. O aparelho trabalha
a partir de médias comparativas, entre a area total e a area selecionada,
podendo diferenciar-se pelo género, idade ou localizacdo do osso a ser
investigado no paciente. A metodologia aplicada para se medir a densidade
O0ssea mineral na linha de reparo da fratura € um método pouco descrito na
literatura, e que merece pesquisas continuadas a fim de se conhecer nédo
somente os sistemas de fixagdo, mas também fatores sistémicos que possam

afetar o reparo do tecido lesado.

KIRCHNER et al. (1973) afirmam que a calcificagdo 6ssea que ocorre
transversalmente as fibras coldgenas, pode variar de acordo com a quantidade
de minerais disponiveis, particularmente o calcio e o fésforo e ainda, de acordo
com determinadas condigdes quimicas e fisicas dentro da &rea da calcificacéo.
Uma deficiéncia de minerais pode conduzir a uma diminui¢cdo da rigidez 6ssea.
Estes viézes da amostra foram minimizados por uma dieta equilibrada, e o

controle periédico dos animais.
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CASTANEDA et al. (2006) afrmam que a densitometria éssea é um
método seguro para se avaliar as medidas 6sseas em coelhos. Portanto, foi
empregada neste estudo para qualificar o tipo de osso depositado na linha de
reparo da fratura. Concordando com estes achados, pode-se afirmar que a
amostra, apesar de reduzida, aplicada a esta pesquisa apresenta valores
confiaveis, pois segundo informacdes técnicas do fabricante do aparelho, os

indices de distor¢do séo inferiores a 0,5%.

Entre os diferentes periodos de tempo estabelecidos nesta pesquisa,
ndo foram observadas diferengas significantes entre as medidas de BMC e
BMD. Estabelecido o reparo da fratura, o calo 6sseo seja composto de 0sso
corticalizado, de densidade padrdo. NORRIS et al. (2001) afirmam que a
vantagem de se trabalhar com coelhos como modelo animal para se
compreender o metabolismo 6sseo humano concentra-se no curto periodo de
avaliacdo de meses para o coelho, e ndo de anos, como nos estudos com
humanos. Uma vez atingida a maturidade esquelética, em torno da 28
semanas, € mais quatro a oito semanas de maturacdo dos ostedcitos, as
medidas da BMC e BMD alcangam um ponto de equilibrio, uma média padréo

para cada regido.

Em concordancia com estes achados, os dados analisados nesta
pesquisa sugerem que possam ocorrer altera¢des no indice da BDM até que o
reparo 0sseo esteja concluido. Como o metabolismo do coelho é de 1,5 se
comparado ao do humano, segundo NORRIS et al. (2001), admite-se que no
periodo de 30 dias, o reparo da fratura esteja se iniciando, no periodo de 60
dias em fase de organizagdo da matriz 6ssea, através da deposicdo de 0sso
cortical imaturo e desorganizado, porém, de densidade semelhante ao 0sso

maduro presente no periodo de 90 dias.

A partir deste estudo foi possivel mensurar a por¢cdo organica, através
da quantificacdo das fibras colagenas, e ainda a por¢do inorganica da linha de
reparo da fratura 6ssea, pela mensuracdo dos elementos por EDS e pelo
exame de densitometria, constatando que o sistema mostrou-se eficaz para a

estabilizacéo das fraturas 6sseas.
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada para analise quantitafiva e

descritiva dos resultados, nesta pesquisa, pode-se concluir que:

a) O sistema por placas e parafusos de titanio se mostrou eficaz para o
tratamento das fraturas de éangulo mandibular, sem propiciar
complicagbes como processos infecciosos ou pigmentagéo aos tecidos

moles adjacentes;

b) N&o foram identificadas reagbes de corpo estranho ou presenca de

células de defesa que pudessem sugerir processo inflamatdrio ativo;

c) Admite-se que o calo fibroso esteja estabelecido aos 30 dias e o calo

0sseo aos 60 dias. Aos 90 dias ocorre a remodelagéo deste calo 6sseo.

d) O colageno tipo I, maduro, é predominante na linha de reparo da fratura
0ssea, especialmente ao periodo de 60 dias, entretanto a densidade do

colageno tipo Il é maior;

e) O tithnio induz ao intenso crescimento 0sseo aposicional, sem
apresentar potencial de dissolugdo nos tecidos adjacentes ou

complicagdes que indiqguem sua remocao;

f) Através da densitometria admite-se que estabelecido o reparo da
fratura, o calo 6sseo seja composto de osso corticalizado, de densidade

mineral padrao.
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ANEXO A — Protocolo da Comisséo Cientifica e de Eti  ca da Faculdade de

Odontologia da PUCRS.

> Comissdo Cientifica e de Etica
<. Faculdade da Odontologia da PUCRS

3
Porto Alegre 13 de novembro de 2007
O Projeto de: Dissertacdo
Protocolado sob n°: 0061/07
Intitulado: Anélise histologica e mecanica das alteragdes nos tecidos

oOsseos adjacentes as placas e aos parafusos de titdnio e
bioabsorviveis (PLLA/PGA) estudo comparativo em coelhos

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Rogério Belle de Oliveira

Pesquisadores Associados: Gleisse Wantowski; Marina Ribas de Oliveira; Roberto
Hibler; Alexandre Cunha; Renata Renz

Nivel: Mestrado

Foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 19 de outubro de 2007.

Este projeto deverd ser imediatamente encaminhado ao CEUA/PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS - Brasil — Cx. Postal: 1429 . e-mail: odontologia-pg@pucrs.br

90619-900



ANEXO B- Protocolo do Comité de Etica no uso de Ani

“" Wi, Pontificia Universidade Catélica do Parana
“ Pro-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 gque o Comité de Etica No Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, em reunido rezlizada no dia 25 de junho do corrente anc
avaliou o Projeto Intitulado “Analise histologica e mecéanica das alteragdes nos tecidos
dsseos 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 seréo 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 relatdrio final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

Prof?. Gracinda Maria D’'Almeida e Oliveira

Presidente do Comité de Etica No Uso de Animais da PUCPR

lima Sra.

Marina de Oliveira

Rua Imaculada Cor
Caixa Postal 17315

55 Prado Velho CEP 80215 901 Curitiba Parana Brasil
980 ofax: (41) 3271 229 VWV for.br

mais da PUCPR.
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ANEXO C — Normas para pratica didatico-cientificad  a vivissecc¢do de animais

Art. 1° Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissecgdo de animais,
nos termos da lei.
Art. 2°  Os biotérios e o0s centros de experiéncias e demonstracdes com
animais vivos deverdo ser registrados em oOrgdo competente e por ele
autorizados a funcionar.
Art. 3° A vivisseccao ndo sera permitida:

| — sem 0 emprego da anestesia;

Il — em centros de pesquisa e estudos ndo registrados em 0Orgao
competente;

Il — sem supervisdo de técnico especializado;

IV - com animais que nao 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 intervencdes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou 0s programas de
aprendizagem cirargica, quando, durante ou ap0s a vivisseccao, receber
cuidados especiais.

Paragrafo 1 — Quando houver indicacdo, o animal podera ser

sacrificado sob estrita obediéncia as prescri¢cdes cientificas.

Pardgrafo 2 — caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em

experiéncias ou demonstragbes somente poderdo sair do biotério 30 (trinta)
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dias apOs a intervencdo, desde que destinados a pessoas ou entidades

idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

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

Art. 6° O poder Executivo, no prazo de 90 (novent a) dias, regulamentara
a presente Lei, especificando:
| — 0 6rgdo competente para o registro e a expedicao de autorizacdo dos
biotérios e centros de experiéncias e demonstracdes com animais Vvivos;
Il — as condigdes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos
biotérios;
IIl — 6rgédo e autoridades competentes para fiscalizacdo dos biotérios em
centros mencionados no inciso |.

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

Art. 8° Revogam-se as disposi¢des em contrario.
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ANEXO D - Declaragdo de permissdo de utilizagdo dos Aparelhos de
Densitometria e de Mamografia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS

Carta de consentimento

Eu, Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider, chefe do servigo de Geriatria e
responsével técnico pelo servigo de Densitometria Ossea do Hospital Séo Lucas da
PUC_RS, declaro estar ciente do projeto de pesquisa interinstitucional PUC-PR /
PUCRS: “ANALISE HISTOLOGICA E MECANICA DAS ALTERACOES
NOS TECIDOS OSSEOS ADJACENTES AS PLACAS E AOS PARAFUSOS
DE TITANEO E BIOABSORVIVEIS (PLLA/PGA) -ESTUDO
COMPARATIVO EM COELHOS”, apresentado a comissio cientifica e de FEtica
da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica de Rio Grande Do
Sul (PUCRS) e protocolado sob o niimero 061/07 ¢ ao comité de Etica no uso de
Animais da Pontificia Universidade Catélica do Parand (CEUA-PUCRS),
protocolado sob o niimero 60.07, registro 209 como parte dos requisitos para a
conclusdo do curso de mestrado em CTBMF, promovido pela PUC-RS. Declaro
ainda, estar ciente e aprovo a participagdo desta instituigdo, na parte de execusdo da
técnica de densitometria ssea deste trabalho.

Prof. Dr. Rodolfo Schneider
Chefe do servigo de Geriatria do Hospital Sdo Lucas da PUCRS
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ANEXO E- Tabela da Avaliacdo Macroscopica (escores)

Coelho Periodo de Reparo Osseo Crescimento Osseo
tempo (dias) (escores) Aposicional (escores)
1 30 2 1
2 30 2 3
3 30 1 1
4 30 1 1
5 30 1 1
6 30 2 1
7 60 1 2
8 60 2 2
9 60 1 1
10 60 2 2
11 60 2 2
12 60 1 2
13 90 2 2
14 90 3 3
15 90 3 3
16 90 2 2
17 90 1 2
18 90 2 2



ANEXO F - Reparo 6sseo na linha de fratura, com col

Periodo
de
tempo
(dia)
30

Periodo
de
tempo
(dia)
60

Periodo
de
tempo
(dia)
90

Regido*

o

14
2.839.454

2.222.803
3.015.962
4.648.448

8
4.483.109

364.258
252.233
3.580.286

2
2.692.867

1.975.075
1.995.932
911.248

15
978.066

934.443
1.350.310
612.329

9
892.052

99.731
315.924
423.711

3
1.384.758

1.381.438
967.821
952.602

* a (superior), em seqiéncia b e ¢, d (basal)

Repeti¢ao (coelho)

17
268.340

1.666.467
1.650.877
413.163

Repeticdo (coelho)

11
1.681.064

859.214
814.179
4.259.392

Repeticdo (coelho)

4
907.699

646.372
159.578
3.001.048

oracdo HE (um ?)

19
623.203

2.688.621
1.924.488
1.201.083

12
4.210.720

2.719.654
529.287
1.958.457

6
4.020.191

3.016.101
1.080.903
330.437
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20
3.494.857

206.645
129.201
213.996

13
706.663

6.624.082
1.767.951
2.563.392

7
298.940

2.082.305
3.843.990
67.994



ANEXO G - Fibras colagenas na linha de fratura, com

Periodo
de
tempo
(dia)

30

Periodo
de
tempo
(dia)

60

Periodo
de
tempo
(dia)

90

Regido*

Repeticao (coelho)

14 15
730.893 446.329

2.874.901 701.308
947.766 1.607.570
663.314 3.528.474

Repeticdo (coelho)

8 9
173.450 2.157.877
349.112 4.994.053

2.359.494 4.439.440
1.068.038 885.349

Repeticdo (coelho)

2 3
254.303 107.062

2.280.655 108.132
158.085 236.706
869.378 207.912

* a (superior), em seqiiéncia b e c, d (basal)

17
2.809.667

1.726.589
886.785
502.347

11
222.179

162.768
779.724
86.782

4
668.254

237.994
449.214
2.777.208

19
2.649.751

1.722.744
603.330
341.380

12
332.909

380.856
332.747
325.790

6
184.590

344.000
305.923
1.201.780

158

coloracdo HE (um 2

20
722.207

2.632.175
1.715.857
1.300.540

13
1.076.509

426.049
398.291
640.890

7
1.375.392

1.104.063
2.055.589
382.130
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ANEXO H — Area total do colageno distribuido nas pe  rfuragdes e linha de
reparo da fratura, com coloracgéo Sirius-red (um  ?)

Periodo Tipo Regido* Repeticdes (coelho)
?eempo colageno* 14 15 17 19 20
(dia)
30 1 P 279 171 186 185 173
L 161 134 91 102 181
2 P 86 151 67 68 125
L 181 72 96 21 143
Periodo Tipo Regiao* Repeticdes (coelho)
?eempo colageno* 8 9 11 12 13
(dia)
60 1 P 344 180 128 166 164
L 216 167 160 134 183
2 P 95 71 101 86 58
L 112 54 180 187 90
Periodo Tipo Regiao* Repeticdes (coelho)
?eempo colageno* 5 3 4 6 7
(dia)
90 1 P 156 288 178 184 264
L 169 246 172 152 359
2 P 9 39 154 39 198
L 46 59 52 40 309

* Tipo 1 (maduro); tipo 2 (imaturo)

** P (em torno das perfuracdes); L (na linha da fratura)



ANEXO | — Densidade total do colageno distribuido n
linha de fratura, com coloracao Sirius-red (um )

Periodo Tipo Regido* Repeticdes (coelho)
de colageno*
tempo 14 15
(dia)
30 1 P 109 105
L 135 103
2 P 60 74
L 85 56
Periodo Tipo Regiao* Repeticdes (coelho)
de colageno*
tempo 8 9
(dia)
60 1 P 116 116
L 128 123
2 P 46 52
L 61 40
Periodo Tipo Regiao* Repeticdes (coelho)
de colageno*
tempo 2 3
(dia)
90 1 P 99 117
L 93 129
2 P 13 29
L 33 37

* Tipo 1 (maduro); tipo 2 (imaturo)

** P (em torno das perfuracdes); L (na linha da fratura)

as perfuragdes e na

17
102

83
58
62

11
110
101

47
87

109

100
68
29

19
114

97
49
32

12
96
89

60
128

103

97
29
27

20
108

118
62
79

13
116
137

43
84

108

109
82
84
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