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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar as alteracdes histologicas da superficie 6ssea apos a inser¢ao
de miniplacas e parafusos na superficie dssea.

MATERIAIS E METODOS: Dezoito ratos, da linhagem Wistar, foram utilizados;
Uma placa e dois parafusos de fixacdo foram inseridos na cortical externa do
fémur de cada animal. Os animais foram divididos em trés grupos de seis animais
cada, apos trinta dias da realizagdo do procedimento o material implantado foi
removido cirurgicamente apds a eutanasia dos animais, e a superficie Ossea
removida e preparada para ser analisadas histologicamente.

RESULTADOS: Na avaliacao histolégica, apds a marcacdo imunohistoquimica,
O grupo 3, com diferentes materiais, apresentou um aumento do infiltrado
inflamatorio na superficie de area analisada, que indicou uma possivel osteolise da
regido. Os grupos 1 e 2 ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes que
demonstrassem um aumento do padrao normal de inflamacdo reparativa.
CONCLUSOES: Os resultados do trabalho indicam que o uso de diferentes
materiais aumentam a possibilidade de ocorrer areas de ostedlise na superficie

0ssea em contato com esses materiais.

Descritores: Corrosao; Fixagao interna rigida; Parafusos de fixacao



ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the histological changes of bone surface after insertion
of mini-plates and screws in the bone surface.

MATERIALS AND METHODS: Eighteen rats of Wistar strain were used, a plate
and two screws were inserted in the external cortex of the femur of each animal.
The animals were divided into three groups of six animals each, after thirty days
of completion of the procedure the implanted material was removed
cirurgiacamente after euthanasia of animals, and the bone surface ready to be
removed and analyzed histologically.

RESULTS: Histological evaluation after marking immunohistochemistry, Group
3, with different materials, showed an increased inflammatory infiltrate in
uperficie area analyzed, which indicated a possible area of osteolysis. Groups 1
and 2 showed no statistically significant differences showing an increase of the
standard normal reparative inflammation.

CONCLUSIONS: The results of study indicated that the use of different materials
increase the chance of encountering large areas of osteolysis in the bone surface in

contact with these materials.

Keywords: Corrosion; Rigid internal fixation; Screws
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Os dispositivos para fixacdo das fraturas, vem sofrendo uma evolucéo gradual
ao longo dos anos, diversos investigadores tentaram diminuir a taxa de complicacdes,
entretanto, uma preocupacao crescente sobre a biocompatibilidade dos metais usados
e seus produtos de corrosdo tem estimulado, estudos sobre a reacdo dos tecido com
relacdo aos materiais implantados (SAUERBIER et al,.2008; WILLIANS,1973).

A aplicacdo dos metais como matéria prima para confeccdo de dispositivos de
fixacdo na area médica, cirurgia ortopédica e na odontologia, tem gerado uma
discusséo sobre efeitos adversos, como reacdo de hipersensibilidade tardia e resposta
celular mediada. At¢ o momento ndo se tem conhecimento de estudos que
investigaram reacdes imunes e histoldgicas dos matérias de fixacdo frente ao 0sso. As
reacOes de hipersensibilidade ao niquel vem aumentando significativamente,
(CUNNINGHAM et al., 2003;MERRIT E RODRIGO JJ, 1996).

A reacdo tecidual causada por dispositivos de fixacdo sugerem reacOes
imunoldgicas locais e generalizadas mediada por implantes de aco inoxidavel e com
outros constituintes metélicos, (TORGERSEN S, MOE G, JONSSON R, 1995).
Entretanto, os implantes metalicos ndo séo as principais causas das alergias em niveis
relevantes. O titanio é utilizado desde a década de noventa devido a sua
biocompatibilidade, além disso pode se associar a outros metais, formando ligas que
contenham aco, cromo, niquel, aluminio, nedbio, entre outros metais (TORGERSEN
S, MOE G, JONSSON R, 1995).

As possiveis reacdes imunologicas mediadas pelo titdnio vém gerando
discussdo de uma possivel reacdo de hipersensibilidade causada por esse material.

Além disso, a presenca de osteolise ao redor desses dispositivos feitos de titanio, em



diferentes graus de pureza. Alguns autores sugerem a remocao das placas apos o
tratamento ou quando solicitado pelos pacientes adultos(PEREIRA et al., 2005).

lons metélicos e particulas liberadas para o tecido podem também ser
citotdxicas, genotdxicas e resultar em maior sensibilidade ao metal nos pacientes. No
desenvolvimento de novos materiais para aplicativos de ortopedia seria de grande
interesse quantificar a resposta inflamatoria derivada dos produtos de degradacdo

usando um modelo in vivo (SERHAM et al., 2004; ROSENBERG et al., 1993).

1.2.1-MATERIAIS USADOS COMO MEIOS DE FIXA(;AO

1.2.1.1- DIAMOND LIKE- CARBON (DLC)

As principais caracteristicas dos materiais a base de compostos de carbono
(|Diamond like-carbon DLC) séo a alta resisténcia a corrosao e ao desgaste, a inércia
qguimica vem demonstrando ser um material de excelentes caracteristicas para serem
usados como materiais de fixacdo, esse materiais com esse revestimento vem sendo
utilizados na ortopedia desde o inicio da década de 90 (JACOBS et al. ,1995)

O DLC é reconhecido pela inércia quimica e por sua biocompatibilidade, e sua
utilizacdo na area médica é bastante diversificada, por exemplo na cirurgia cardiaca,
onde materiais revestidos por esse material sdo utilizados na confeccdo de stends onde
esse revestimento impede a interagdo com o fluxo sanguineo, evitando a ocorréncia de
trombose. ( GRILL,2003).

1.2.2- ACO INOXIDAVEL

Devido a sua compatibilidade com os tecidos do corpo humano ser bem
sucedida e comprovada a vérias décadas o aco inoxidavel se tornou

o material mais utilizado em cirurgias ortopédicas, esse material demonstra

uma combinagdo resisténcia mecanica, ductibilidade e um baixo custo comparado
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com outros materiais. O uso do aco inoxidavel ampliou as possibilidades de
tratamentos das fraturas 6sseas.(DIGESI,1998).

1.2.3- LIGAS DE TITANIO

As ligas de titanio s@o os materiais de maior utilizagdo nas cirurgias
maxilofaciais na odontologia, nas ultimas décadas, devido as suas propriedades
mecanicas , alta biocompatibilidade e resisténcia a corrosao, devido a essa resisténcia,
que é ocasionada pela formacdo de uma camada de 6xido na superficie, a remoc¢édo

cirdrgica desse implantes ndo é mais indicada, (SERHAM et al., 2004).
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PROPOSICAO

2. OBJETIVOS

2. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar as alteracdes histoldgicas da superficie dssea ap0s a insercdo de
miniplacas de liga de titdnio combinadas com parafusos de liga de titanio, agco inox e

com uma liga contendo titanio e aluminio.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o processo inflamatorio presente na superficie 6ssea em contato com
a miniplaca e com o parafuso;
- Verificar a presenca de infiltrado inflamatorio através do exame

imunohistoquimico.

12



3. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela comissdo de ética no uso de animas (CEUA) da
PUC-RS, protocolo 11/00254. Para composi¢cdo da amostra foram utilizados 18,
Wistar, machos, com idade de 90 a 120 dias, peso variando de 250 a 350 gramas. Os
animais selecionados foram divididos aleatoriamente em trés grupos distintos, de
forma que cada grupo foi formado por seis animais (Avelar.R.L; 2010). Em todos 0s
grupos, o periodo de observacao foi de 30 dias apds o procedimento cirurgico.

Em cada grupo de seis animais foi realizada a colocacdo de uma placa com

dois parafusos do material em questéo, sendo o grupo 3 o grupo controle.

1 Liga de Ti Liga de aco inox
2 Ligade Ti +DLC Ligade Ti +DLC
3 Ligade Ti Ligade Ti

Foram utilizados placas e parafusos para fixacdo interna rigida, do sistema de
2.0 mm da fabricante NeoOrtho. Os procedimentos cirurgicos foram realizados no
Laboratorio de Farmacologia Aplicada, da Faculdade de Farmacia da PUCRS. Os
animais foram submetidos & anestesia geral atraves da injecdo intraperitoneal,
contendo 0,025 ml/100g de peso corporeo do animal do sedativo, analgésico e
relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2% e 0,05 ml/100g de peso corpéreo do
animal do anestésico geral Cloridrato de Ketamina 10%. Apds atingir o estado

anestésico, cada animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo sobre uma
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prancha cirirgica e imobilizado. Realizou-se a tricotomia da regido coxofemoral
esquerda, com depilador apropriado para ratos.

Com o animal posicionado em decubito lateral esquerdo, 0 acesso cirdrgico a
regido lateral do fémur direito foi obtido por meio de uma incisdo continua
longitudinal na pele e tecido subcutaneo de aproximadamente dois cm de extensao.

Ap0s a exposicdo da diafise, o fémur foi delimitado em trés porcGes (superior,
mediana e inferior), com o objetivo de padronizar a area a ser manipulada, sendo a
regido superior e mediana, o local de elei¢do para a realizacdo do experimento.

Na porcao superior da face lateral do fémur, proximo a juncdo coxofemural,
foi realizado a primeira perfuracdo Ossea, com uma broca de didmetro 1,6 mm
montada em motor cirurgico, em 1200 RPM, para melhor controle da perfuracéo, e
irrigacdo constante com solucéo estéril de cloreto de sodio a 0,9%. Em seguida foi
realizada a colocagdo da placa do sistema 2.0 mm de titdnio do material do grupo em
questdo, ao qual foi fixado um parafuso, monocortical, pertencente ao sistema 2.0 de
miniplacas e parafusos e medindo cinco mm de comprimento, em seguida, foi
realizada a colocacdo do segundo parafuso. Todos os procedimentos cirdrgicos foram
realizados pelo mesmo operador, em tempos distintos.

Durante o pos-operatério imediato, nas primeiras 24 horas, foi administrado,
intraperitoneal o analgésico Tylenol® 200mg/mL, na dose de 50mg/Kg de peso

corporal, de seis em seis horas durante os trés dias seguintes de pds-operatorio.

OBTENQAO E PREPARO DAS AMOSTRAS:
Apbs o periodos de 30 dias, foi realizada a eutanasia dos animais e a remocao
cirurgica das placas e parafusos, em seguida a peca a anatbmica tambeém foi removida

e fixada com formol a 10% e enviada para o processamento histologico. As amostras
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foram descalcificadas com acido nitrico a 5% por cinco dias, ap6s a descalcificacdo o
material foi submetido ao processo de desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em
parafina. Depois de emblocados foram levados ao Micr6tomo para serem cortados
com uma espessura de 6um, sequencialmente até a regido da interface de contato
placa parafuso. O corte obtido foi corado através do processo de imunohistoquimica
para os anticorpos anti IL1 anti IL6 e Rank.

Para o preparo das I&minas e posterior analise imunohistoquimica, foram feitas
seccOes multi-seriadas de Sum de espessura, obtidas com o auxilio de um micrétomo
(Leica, SM 2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em laminas com carga
positiva e levados a estufa a 60°C por 24h.

A exposicdo do antigeno, através da metodologia de recuperacdo antigénica
induzida por calor a alta temperatura, foi realizada na plataforma PTLink em solucéo
Envision Flex Solugéo de Recuperacdo antigénica pH alto por 40 minutos.

Apos este periodo, foi realizada a lavagem das laminas em tampdo PBS, pH 7.2.
O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solucdo de 3% de H202 em
alcool metilico em duas incubacfes de 15 minutos seguido de trés ciclos de lavagem
com tampdo PBS, pH 7.2. Os anticorpos anti-1L-6, anti-IL-1 RANK foram diluidos
em 1:100 com o diluente Antibody Diluent with background reducing components.
Os cortes foram incubados pela metodologia de capilaridade através da estacdo de
imuno-coloracdo Sequenza overnight em temperatura entre 2°C e 6°C seguido de 3 37
lavagens com tampéo PBS, pH 7.2. Para amplificacdo da reacdo antigeno-anticorpo
utilizou-se o sistema Advanced HRP de acordo com as recomendagdes do fabricante.

A sequir, as laminas foram lavadas com tampéao PBS, pH 7.2, e incubadas com
solucdo de diaminobenzidina por 5 minutos. Apos lavagem em agua destilada, as

laminas foram contra oradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto seguido de
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lavagem em &gua corrente até remocdo completa do corante, e incubadas em um
solugdo de amodnia 37mM por 15 segundos. Para finalizar, as laminas foram
desidratadas em &lcool etilico absoluto (quatro incubagdes de 2 minutos) e apos,

realizado dois tratamentos com xileno por 5 minutos.
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4. DESENVOVIMENTO
ARTIGO:

Avaliacéo tardia da superficie 6ssea ap0s a fixacdo de miniplacas e

parafusos com diferentes ligas metélicas: Estudo in vivo em ratos Wistar
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar as alteracGes histoldgicas da superficie 6ssea ap0s a insercao
de miniplacas e parafusos na superficie dssea.

MATERIAIS E METODOS: Dezoito ratos, da linhagem Wistar, foram utilizados;
Uma placa e dois parafusos de fixagdo foram inseridos na cortical externa do
fémur de cada animal. Os animais foram divididos em trés grupos de seis animais
cada, apds trinta dias da realizacdo do procedimento o material implantado foi
removido cirurgicamente apds a eutandsia dos animais, e a superficie dssea
removida e preparada para ser analisadas histologicamente.

RESULTADOS: Na avaliacdo histoldgica, apds a marcagao imunohistoquimica,
O grupo 3, com diferentes materiais, apresentou um aumento do infiltrado
inflamatorio na superficie de area analisada, que indicou uma possivel ostedlise da
regido. Os grupos 1 e 2 ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes que
demonstrem um aumento do padrdo normal de inflamagdao reparativa.
CONCLUSOES: Os resultados de trabalho indicam que o uso de diferentes
materiais aumentam a possibilidade de ocorrer areas de oste6lise na superficie

0ssea em contato com esses materiais.

Descritores: Corrosdo; Fixacdo interna rigida; Parafusos de fixacdo
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the histological changes of bone surface after insertion
of mini-plates and screws in the bone surface.

MATERIALS AND METHODS: Eighteen rats of Wistar strain were used, a plate
and two screws were inserted in the external cortex of the femur of each animal.
The animals were divided into three groups of six animals each, after thirty days
of completion of the procedure the implanted material was removed
cirurgiacamente after euthanasia of animals, and the bone surface ready to be
removed and analyzed histologically.

RESULTS: Histological evaluation after marking immunohistochemistry, Group
3, with different materials, showed an increased inflammatory infiltrate in
uperficie area analyzed, which indicated a possible area of osteolysis. Groups 1
and 2 showed no statistically significant differences showing an increase of the
standard normal reparative inflammation.

CONCLUSIONS: The results of study indicated that the use of different materials
increase the chance of encountering large areas of osteolysis in the bone surface in

contact with these materials.

Keywords: Corrosion; Rigid internal fixation; Screws

19



INTRODUCAO

As ligas de titanio sdo consideradas os materiais mais biocompativeis com 0s
tecidos humanos e estéo se tornado os materiais de primeira escolha na ortopedia.
O uso dessas ligas tem sido vantajoso devido suas propriedades mecanicas, a alta
resisténcia a corroso e a biocompatibilidade *.

A corrosdo galvanica ocasionada pelo uso de diferentes materiais é a principal
preocupacdo de utilizar essa combinacdo, devido a diferenca de poténcial
galvanico gerado pelos diferentes materiais metélicos , que pode acelerar a
corrosao metalica ocasionando a fadiga do material implantado podendo ocorrer
complicagdes graves , como fratura do material implantado e infecgdes e soltura
desses materiais®®*.

Além do risco de falha mecanica desses materiais, podem ocorrer reagdes
adversas nos tecidos receptores devidos a liberacdo de sub-produtos liberados
pela corrosdo metalica®. O aparecimento tardio de infeccBes nos locais de
implantacdo é de grande preocupacdo isso pode ser ocasionado pela corrosao
desse dos materiais utilizados, o aumento em niveis sisttmicos de metais no
organismo vem sendo relatados por diversos autores™®, o tratamento dessas
infeccbes pode ser feito por antibidtico terapia associada ou ndo a remogéo
cirdrgica desses implantes.

O desgaste eletroquimico é a forma mais comum de corrosdo desses materiais

de diferentes composicdes metalicas’.

MATERIAL E METODOS:

Foram utilizados para composicdo da amostras, 18 ratos Wistar machos com

peso variando entre 250g e 350g com idades entre 90 a 120 dias.Os animais foram
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divididos em 3 grupos de 6 animais cada. Sendo que o Grupo 1 foram utilizados
placas e parafusos de liga de Titanio puro o Grupo 2 foram utilizados placas de
liga de titanio e parafusos de Ac¢o Inoxidavel e o Grupo 3 foram utilizados placas
e parafusos de liga de Titanio revestidos por uma camada de DLC (Diamond like-
carbon). Em cada animal foram colocados uma placa e dois parafusos, sendo o

grupo 3 o grupo controle.

1 Ligade Ti Liga de aco inox
2 Ligade Ti +DLC Ligade Ti +DLC
3 Ligade Ti Ligade Ti

Os animais foram submetidos a anestesia geral através da injecdo intraperitoneal,
contendo 0,025 ml/100g de peso corpéreo do animal do sedativo, analgésico e
relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2% e 0,05 ml/100g de peso corpo6reo do
animal do anestésico geral Cloridrato de Ketamina 10%. Ap6s o procedimento
anestésico o procedimento cirargico foi realizado, no fémur de cada animal, onde a
regido de eleicdo para a fixacdo das placas, com o objetivo de padronizacdo, foi a

regido superior mediana do fémur esquerdo de cada animal.

OBTENQAO E PREPARO DAS AMOSTRAS:

Apos o periodos de 30 dias, foi realizada a eutanasia dos animais e a remogéo
cirurgica das placas e parafusos, em seguida a pe¢a a anatbmica tambeém foi
removida e fixada com formol a 10% e enviada para o processamento histoldgico.
As amostras foram descalcificadas com &cido nitrico a 5% por cinco dias, ap6s a
descalcificagdo o material foi submetido ao processo de desidratagéo, diafanizacdo e

inclusdo em parafina. Depois de emblocados foram levados ao Micrétomo para
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serem cortados com uma espessura de 6um, sequencialmente até a regido da
interface de contato placa parafuso. O corte obtido foi corado através do processo
de imunohistoquimica para os anticorpos anti IL1 anti IL6 e Rank.

Ap0s esse processo foram analisadas em um aumento microscopio de 4X e 10X
onde foi utilizado o softwere Image-pro Plus 6.0 para demarcar a area corada pela

técnica de imunohistoquimica.

RESULTADOS:
Os resultados obtidos foram analisados pelo softwere Image-pro Plus 6.0 onde
foram identificados a marcagdo imunohistoquimica da regido de cada amostra para o

devido anticorpo para 0s 3 grupos.

Imagem do Softwere Image-pro Plus em um aumento de 4X
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Os testes estatisticos foram realizados com o softwere Statistix 10 onde foram
submetidos a andlise de variancia e comparados entre eles pelo teste de Tukey com

um nivel de significancia de 5%.

Para 0 marcador do anticorpo Anti IL1 os Grupos 1 e 3, ndo apresentaram
diferenca estatistica significante para esse marcador entretanto apresentaram

diferenca significativa entre 0 Grupo 2 apresentando um desvio padréo de +- 9.
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Para o marcador

do anticorpo Anti IL6 foi observado que os trés Grupos

diferenciam-se entre si significativamente apresentando um desvio de +-12.
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Para o marcador Rank os Grupos 2 e 3 e 1 e 3 ndo apresentam diferenca
significativa entre si , entretanto os grupos 1 e 2 apresentam diferenga significativa

entre eles. O desvio padrdo dessa amostra foi +- 9.
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DISCUSSAO:
O propdsito desse estudo foi analisar a interface osso- placa-parafuso ,

identificando areas de ostedlise e a presenca de infiltrado inflamatdrio local. O uso
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de diferentes materiais metalicos , a combinacdo entre , ligas de titdnio e aco
inoxidavel foi estudada por diversos autores*®? .

No presente estudo foi observado a presenca de infiltrado inflamatério, corado
pelo seu respectivo marcador imunohistoquimico, onde foi constatado um aumento
na area demarcada em cada amostra no Grupo 2 mostrando um aumento da reacéo
inflamatoria local devido a utilizagdo de diferentes tipos de materiais ( liga de titanio
+ aco inoxidavel), isso tem como provavel causa a corrosdo dos materiais pela
corrente galvanica gerada pela diferenca de potencial gerado pelos diferentes tipo de

ligas metélicas utilizadas no Grupo 2.

CONCLUSOES:

O uso do mesmo tipo de ligas metalicas ndo ocasionou um aumento significativo
na resposta inflamatéria no local do trauma cirurgico, diferentemente de quando foi
misturados dois tipos de ligas metalicas.

As Ligas de Titanio foram as que apresentaram a menor taxa de marcacdo
imunihistoquimica, para ambos marcadores comprovando ser um material
biocompativel, por isso vem sendo usada a décadas na ortopedia com grande

Sucesso.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os resultados apresentaram, que uso de diferentes tipos de ligas metalicas
podem gerar um aumento da reagdo inflamatéria local. A associacdo do aco
inoxidavel com outra liga metalica pode provocar areas de ostedlise na regido
aumentando assim os niveis de infiltrado inflamatdrio.

Em outro estudo (SERHAM, 2004) observou uma possivel presenca de corrosdo
do aco inoxidavel quando usado isoladamente ou em contato com uma liga de titanio.
A maior suscepitibilidade a corrosdo do aco inoxidavel se da quando ocorre um dano
mecénico na camada de Oxido passivo na interface dos materiais (GRIFFIN C,
BUCHANAN R, LEMONS J, 1983).

A presenca de infiltrado inflamatorio em baixos niveis no local da ferida
cirdrgica, pode ser considerada normal em superficies de ligas de titanio — titanio
devido a sua elevada resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, entretanto, a
corrosao na superficie pode ser ocasionada pelo contato mecénico das diferentes
ligas metalicas ocasionando um desgaste na superficie gerando a corrosédo do
material (SERHAM, 2004).

O uso de materiais revestidos por DLC no corpo humano vem sendo realizado
a bastante tempo . Em um estudo realizado por (ZOLYNSKI, 1996) foram
implantados hastes metalicas revestidas por DLC no corpo humano coma a
finalidade de fixacdo de fraturas dsseas, verificou-se que o revestimento impedia a
perda de metal (metalose) e a formacgéo de infiltrado inflamatério permitindo a

cicatrizacdo normal das fraturas.
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Com os resultados obtidos no presente estudo verificou-se que a utilizacdo de
ligas de titanio com ou sem revestimento de DLC apresentaram uma
biocompatibilidade muito superior ao ago inoxidavel sendo contra-indicada a

associacao de diferentes tipos de ligas metélicas.
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6. CONCLUSOES

- As ligas de titdnio com ou sem revestimento de DLC apresentam uma menor
taxa de infiltrado inflamatério e uma biocompatibilidade superior ao ago
inoxidavel.

- A associacdo de diferentes tipos de ligas podem ocasionar um aumentos do

infiltrado inflamatério.
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