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RESUMO

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar as alteracGes histoldgicas Gsseas superficiais ap6s a insercdo de

miniplacas e parafusos com diferentes composi¢des metalicas.

MATERIAL E METODOS: Dezoito ratos, da linhagem Wistar, foram utilizados. Uma
miniplaca e dois parafusos foram inseridos na superficie externa do fémur direito de cada
animal. Todos os parafusos foram de 5,0 mm de comprimento e foram inseridos até as pontas
serem projetadas pelo lado endosteal. Os animais foram divididos em trés grupos com seis
animais cada. Nos primeiros seis animais foram colocados uma placa e dois parafusos de
titnio, em outros seis animais foram colocados uma placa de titanio e dois parafusos de ago
inoxidavel, e nos animais restantes foram colocados placa e parafuso revestido com Diamond-
Like Carbon (DLC). Apds 30 dias da realizacdo do procedimento cirargico, as miniplacas e 0s
parafusos foram retirados e foram feitas avaliacGes histoldgicas na interface placa parafuso no

defeito 6sseo, em uma extensio de 0,5 cm?.

RESULTADOS: Na avaliagdo histoldgica observou-se um maior processo inflamatorio no
grupo com diferentes composicGes metalicas (Grupo titdnio-aco)(p=0,204), como também
uma maior presenca de lacunas de Howship que indicam uma possivel ostedlise em

decorréncia de um inicio de corrosdo galvanica entre o titanio e o aco inoxidavel (p=0.002).

CONCLUSOES: Os resultados deste estudo indicam que, quando usamos diferentes materiais
com diferentes composi¢cbes metélicas, os componentes de implantes de aco inoxidavel
guando em associa¢do com o titanio tém uma maior suscetibilidade a provocar ostedlise do

que quando se utilizam os mesmos componentes como materiais de fixacéo.

DESCRITORES: Corroséo; Fixacéo interna rigida; Parafusos de fixacao



ABSTRACT

ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of the present study was to assess histological alterations following the
placement of miniplates and screws with different metal compositions.

MATERIALS AND METHODS: Eighteen Wistar rats were divided into three groups of six
animals. A miniplate and two screws were inserted on the external surface of the right femur
of each animal. Six received a titanium plate and screws; six received a titanium plate and
stainless steel screws; and six received a plate and screws coated with diamond-like carbon.
The screws were five mm in length and inserted until the tips projected through the endosteal
side. After 30 days, the miniplates and screws were removed and histological analysis was

performed on the 0.5-cm? interface between the plate, screw and bone defect.

RESULTS: A greater inflammatory process occurred in the group with different metal
compositions (titanium and steel). In this same group, there was a greater presence of
Howship lacunae, indicating possible osteolysis stemming from the onset of galvanic

corrosion between the titanium and stainless steel.

CONCLUSIONS: When using materials with different metal compositions in blood, the
combination of stainless steel and titanium implants leads to a greater possibility of galvanic

corrosion than when using components made from the same materials for fixation purposes.

Keywords: Corrosion; Rigid internal fixation; Screws



SUMARIO

SUMARIO
1. INTRODUGAOQ------- e S e mmmmene -11
2. OBJETIVOS S — A — S — 17
3. DESENVOLVIMENTO----------mmmmmmmmemmeen S—— S— -18
3.1. ARTIGO 1---------- S— S — 18
3.2. ARTIGO 2----------- S— S — S— 43
4. DISCUSSAQO GERA L --mnmmmmmm oo 65
4.1 CONCLUSOES------ -- AR —————, 69
5. REFERENCIAS--mmnnmm e - -70

o =5 0 1 — 74



INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1- MATERIAIS UTILIZADOS COMO FIXACAO INTERNA RIGIDA

A utilizacdo de dispositivos de fixacdo interna em fraturas e osteotomias, teve muito
destaque nos dltimos anos, conseguindo uma popularidade crescente nas Gltimas décadas. O
design dos materiais utilizados para fixacdo das fraturas sofreu uma evolucdo gradual ao
longo dos anos, com varias pesquisas que buscaram facilitar a cicatrizacdo e diminuir a taxa

de complicacdes (SAUERBIER et al., 2008).

Um aumento no nimero de pacientes que recebe este moderno modo de tratamento
tem sido evidenciado; no entanto, uma preocupacéo crescente sobre a biocompatibilidade dos
metais usados e seus produtos de corrosdo tem induzido estudos sobre a reacdo dos tecidos

com relacdo aos materiais implantados (WILLIAMS, 1973).

Um namero de efeitos adversos, como reacdes de hipersensibilidade e respostas
celulares imunologicamente mediadas, estdo sendo discutidos em conjunto com a aplicacédo
de metais como matéria-prima na cirurgia ortopédica e cirurgia buco-maxilo-facial. Poucos
estudos, até o0 momento, tém investigado as rea¢fes imunologicas e histolégicas dos materiais
de fixacdo frente ao 0sso, quando utilizados em o0ssos longos ou nos o0ssos da face.

(CUNNINGHAM et al., 2003).
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Diversos estudos sobre as reacdes de tecido causadas por dispositivos de fixacao
sugerem reacOes imunoldgicas locais e generalizadas aos implantes de aco inoxidavel e com
outros constituintes metalicos. No entanto, implantes ortopédicos metalicos ndo sdo as

principais causas das alergias em niveis relevantes (MERRIT E RODRIGO JJ, 1996).

O titanio foi introduzido como um material mais biocompativel, que pode se associar a
diversos metais, formando ligas que contenham aco, cromo, niquel, aluminio, niébio, entre
outros. O titanio tem um mddulo de elasticidade mais proximo a regido 6ssea cortical do que
outros materiais como 0 aco inoxidavel, apresentando também uma melhor capacidade de

osseointegracdo (CARLSSON L et al., 1986).

Diversos estudos de possiveis manifestacbes imunologicas do titanio tém iniciado a
discussdo de uma reacdo de hipersensibilidade causada por estes materiais (TORGERSEN S,
MOE G, JONSSON R, 1995). Além disso, a presenca de ostedlise ao redor dos materiais
feitos de titanio, em diferentes graus de pureza tem recebido grande atencdo (MALONEY,
JAMES, SMITH, 1996). No entanto, pouco se sabe sobre as imunoreacdes mediadas pelo
titnio quando associado com parafusos de aco inoxidavel usadas especialmente, para fixacdo
interna dos 0ssos longos. Uma das suposicdes para esta diferenca é a possivel diferenca de

potencial eletroquimico entre os metais (PEREIRA et al., 2005).

Essa corroséo ocorre quando acontece o contato entre dois metais ou quando existem
ligas de diferentes metais associados. Materiais degradados também liberam fragmentos de
desgaste, que sdo geralmente evidenciados por microscopia eletronica que podem ser
fagocitados por células como os macréfagos (HALLAB, LINK, MCAFEE, 2003). ions
metalicos e particulas liberadas para o tecido podem também ser citotoxicas, cancerigenas e

resultar em maior sensibilidade ao metal nos pacientes (PERREN et al., 1990).
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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.

1.2- BIOCOMPATIBILIDADE

A biocompatibilidade de um biomaterial é determinada pela sua reacdo tecidual ao
ambiente bioldgico. O corpo humano €é tdo sensivel e hostil que as propriedades do
biomaterial devem ser compativeis o suficiente para ndo alterar as varias funcbes do corpo
humano. Os biomateriais devem ser quimica e biologicamente inertes em relacdo as células
vizinhas e aos fluidos corporais. Também deve ser duro e resistente ao desgaste, além disso,
deve ser resistente a corrosdo, e ndo deve liberar elementos tdxicos e cancerigenos (ROY E

LEE, 2007).

1.2.1-MATERIAIS USADOS COMO MEIOS DE FIXACAO

1.2.1.1- DIAMOND LIKE- CARBON (DLC)

Materiais feitos a base de compostos de carbono (Diamond like-carbon- DLC) tém
como principais caracteristicas a inércia quimica, alta resisténcia a corrosdo e ao desgaste,
parece ser um material ideal para fins de implantes ortopédicos e seu uso tem sido sugerido
como muito atil quando utilizado como revestimento de materiais de fixagdo, j& no inicio dos

anos 90(JACOBS et al.,1995 ;BUTTER E LETTINGTON, 1995).

Além da prevencdo ou reducdo da corrosdo ao desgaste, estes revestimentos tambem

fornecem uma interacdo controlada com o ambiente. No caso dos implantes nas articulagdes,
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a insercdo dos osteoblastos (células formadoras de 0sso) € desejavel para uma melhor
integracdo do implante com o 0sso. Em outros casos, por exemplo, nos stents, o revestimento
deve impedir a interacdo com o fluxo de sangue para evitar a ocorréncia de trombose

(GRILL, 2003).

Os filmes de DLC séo conhecidos por sua inércia quimica, ainda que o primeiro
aspecto a ser investigado quando se considera 0 seu uso em um ambiente bioldgico € a
interacdo entre o DLC e o proprio meio. A maioria dos estudos de biocompatibilidade de
filmes de DLC foram realizados in vitro, expondo materiais revestidos com DLC em uma
variedade de ambientes que simula o ambiente do corpo humano. Esses ambientes incluem

macrofagos, fibroblastos e osteoblastos (células formadoras de osso) (GRILL, 2003).

A bioinércia do DLC foi confirmada em diferentes estudos (CUI E LI, 2000;
GUTENSONH et al., 2000; LI, ZHANG, NIU, 2001; ALLEN,MYER, RUSHTON, 2001,
LINDER, PINKOWSKI, AEPFELBACHER, 2002). Por exemplo, em um estudo in vitro, foi
observado que a interacdo dos macrofagos com o revestimento de DLC néo induziu reacdes
inflamatorias celulares. Estudos sobre o efeito dos revestimentos de DLC em células
derivadas de tecidos que rodeiam a substituicdo total das articulacBes (macrofagos,
fibroblastos e osteoblastos) ndo mostraram nenhuma evidéncia de que estes revestimentos de

DLC séo causadores da citotoxidade, mesmo que em pequenas propor¢des(CUI E L1,2000).

O ndmero de trabalhos publicados com testes in vivo é significativamente menor do
que estudos in vitro. Dowling e colaboradores, (1997), realizaram um teste in vivo, em
ovelhas, atraves da insercdo de parafusos cilindricos de aco inoxidavel revestidos com DLC
hidrogenados na cortical ¢ssea e na regido muscular do fémur com tamanho de 12 mm de

comprimento e 4 mm de didmetro. Varios implantes foram avaliados ap0s 4 semanas, outros
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apos 12 semanas, e verificou-se que os revestimentos DLC néo tiveram efeitos adversos sobre

o tecido 6sseo ou muscular.

1.2.2- ACO INOXIDAVEL

O aco inoxidavel foi descoberto em 1904 por Leon Guillet. O uso deste material em
aplicagdes cirurgicas comecou em 1926, quando Strauss patenteou o aco inoxidavel 18Cr-8Ni
contendo 2-4% de molibdénio e com um baixo percentual de carbono, com resisténcia a
corrosao suficiente para implante no corpo humano. O uso do acgo inoxidavel em cirurgia
ortopédica abriu um amplo leque de novas possibilidades para o tratamento de fraturas
Osseas. Hoje, o acgo inoxidavel é o mais freqliente material utilizado para a fixagdo
interna. Sua biocompatibilidade na ortopedia foi comprovada ser bem sucedida ao longo de
décadas. Além disso, o material de implante de aco inoxidavel demonstra uma boa

combinacao de resisténcia mecanica, ductilidade e relacdo custo/beneficio (DIGESI, 1998).

Novas composi¢bes de aco inoxidavel com niquel livre tém sido desenvolvidas
principalmente para abordar a questdo da sensibilidade ao niquel. Estes acos inoxidaveis
contendo niquel tém propriedades mecanicas superiores e sao mais resistentes a corrosao. As
composicdes de Niquel livre parecem possuir uma extraordinaria combinacédo de atributos que

irdo ajudar em vérias aplicacfes destes implantes no futuro (DIGESI, 1998).
1.2.3- MINIPLACAS E PARAFUSOS DE TITANIO

Titanio e as ligas de titanio (Ti-6Al-4V) sdo considerados os materiais mais
biocompativeis e em conformidade com as propriedades mecénicas necessarias, tendo sido
considerado o material de escolha em traumatologia maxilo-facial e cirurgia ortopedica nas

ultimas décadas, sendo amplamente utilizado, por causa de suas Otimas propriedades
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mecanicas, alta biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo e compatibilidade com

procedimentos como a ressonancia magnética(SERHAM et al., 2004).

As placas e parafusos de titdnio sdo materiais resistentes a corrosdo devido a
formagdo de uma pelicula superficial de 6xido, sendo esse Oxido inofensivo e, portanto, a
remocdo desse material de fixa¢do ndo se torna obrigatoria apos o seu uso (ROSENBERG et

al., 1993).
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PROPOSICAO

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar as alteracdes histolégicas apos a insercdo de miniplacas e parafusos com

diferentes composicoes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo 1

- Observar se ocorre o aparecimento de células inflamatdrias na superficie 6ssea em
contato com a miniplaca e com o parafuso;

- Avaliar e quantificar a presenca de areas de ostedlise (Lacunas de Howship) na
interface entre a placa e o parafuso, entre os grupos estudados (Titanio-titanio versus Titanio-
Ac0)

Artigo 2

- Observar se ocorre o aparecimento de células inflamatdrias na superficie 6ssea em
contato com a miniplaca e com o parafuso;
- Avaliar e quantificar a presenca de areas de osteolise (Lacunas de Howship) na

interface entre a placa e o parafuso, entre os grupos estudados.
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3. DESENVOLVIMENTO
3.1. Artigo 1:

AVALIACAO HISTOLOGICA DA INTERFACE OSSEA APOS A COLOCACAO DE
MINIPLACAS E PARAFUSOS DE DIFERENTES COMPOSICOES METALICAS: UM

ESTUDO IN VIVO
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar as alteracbes histologicas na interface 0ssea ap0s a insercdo de

miniplacas, e parafusos de titdnio e compara-los quando usado o parafuso de a¢o inoxidavel.

MATERIAL E METODOS: Doze ratos, da linhagem Wistar, foram utilizados. Uma
miniplaca e dois parafusos foram inseridos na superficie externa do fémur esquerdo de cada
animal. Todos os parafusos foram de 05 milimetros de comprimento e foram inseridos até as
pontas serem projetada pelo lado endosteal. Os animais foram divididos em dois grupos com
seis animais cada. Ap6s 30 dias da realiza¢do do procedimento cirdrgico, as miniplacas e 0s
parafusos foram retirados e foram feitas avaliacdes histoldgicas na interface placa parafuso no
defeito 6sseo, em uma extensdo de 0,5 cm? O Grupo 1 era representado por miniplaca e
parafusos de liga de Titanio e o Grupo 2, apresentava placas de titanio e parafusos de aco

inoxidavel.

RESULTADOS: Na avaliagdo histoldgica observou-se um maior processo inflamatorio no
grupo com diferentes composi¢cdes metalicas (Grupo 2), como também uma maior presenca
de lacunas de Howship (p=0,002) que indicam uma possivel ostedlise em decorréncia de um

inicio de corrosdo galvanica entre o titanio e o aco inoxidavel.

CONCLUSOES: Os resultados deste estudo indicam que, quando as miniplacas de titanio sdo
usadas em associa¢do com os parafusos de ago inoxidavel, se ttm uma maior suscetibilidade a
ocorréncia de osteolise dssea, do que quando ndo fazemos uso de materiais com diferentes

composigdes metalicas.

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

OBJECTIVE: The aim of the present study was to assess histological alterations following the

placement of titanium miniplates and screws compared to the use of stainless steel screws.

MATERIALS AND METHODS: Twelve Wistar rats were divided into two groups of six
animals. A miniplate and two screws were inserted on the external surface of the left femur of
each animal. Group 1 received a titanium plate and screws and Group 2 received a titanium
plate and stainless steel screws. The screws were five mm in length and inserted until the tips
projected through the endosteal side. After 30 days, the miniplates and screws were removed
and histological analysis was performed on the 0.5-cm? interface between the plate, screw and

bone defect.

RESULTS: A greater inflammatory process occurred in the group with different metal
compositions (Group 2) (p=0,204). In this same group, there was a greater presence of
Howship lacunae, indicating possible osteolysis stemming from the onset of galvanic

corrosion between the titanium and stainless steel (p=0,002).

CONCLUSIONS: When using materials with different metal compositions in blood, the
combination of stainless steel and titanium implants leads to a greater possibility of galvanic

corrosion than when using titanium alone as the fixation material.

Keywords: Corrosion; Internal rigid fixation; Screws.
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INTRODUCAO

Titanio e suas ligas sdo considerados como materiais altamente biocompativeis e estdo
se tornando cada vez mais populares em aplicacdes de implantes na coluna espinhal. O uso de
ligas de titanio para implantes espinhais aumentou por causa das suas vantajosas propriedades
mecanicas, como biocompatibilidade, alta resisténcia a corrosdo e compatibilidade com os

procedimentos de ressonancia magnética(l).

Atualmente, pelo grande nimero de materiais usados, ocorre 0 risco de se misturar
inadvertidamente componentes de aco inoxidavel de sistemas compativeis. Além disso, 0s
cirurgides podem querer alternar componentes de materiais diferentes, a fim de usar as

melhores propriedades(2-4).

A principal preocupagdo com a mistura de titdnio e ago inoxidavel é o receio da
corrosdao galvanica, um processo que ocorre quando os materiais de potencial eletroquimico
diferentes sdo colocados em estreita proximidade em um ambiente eletrolitico. O potencial
galvanico resultante da mistura dos metais pode influenciar negativamente nos implantes
acelerando a sua corrosdo, resultando em um ciclo vicioso que pode levar a complicacoes

graves, como infec¢des e afrouxamento asséptico do implante (3,4).

A corrosdo também pode reduzir o desempenho com relacdo a fadiga dos implantes,
levando & falha mecénica como descrito anteriormente (4). Além disso, a liberacdo de
subprodutos de corrosdo pode provocar reagdes bioldgicas adversas no tecido que recebeu o

implante (1, 4).
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Diversos autores tém relatado o aumento da concentracdo de tracos de metais, tanto
em niveis locais como em niveis sistémicos (5,6). Finalmente, o aparecimento tardio de
infeccdes no local da instrumentacdo da coluna é de uma grande preocupacdo e pode ser
exacerbado pela corrosdao (1,3). Este tipo de infeccdo é tratada com a utilizacdo de
antibidticos, com o fechamento primario da pele, e até mesmo com a remocéo do dispositivo.
As infeccOes afetam primeiramente os tecidos moles, por conseguinte, envolvem o tecido
0sseo, e as maiores areas de concentracdo de destrogos dos metais s@o nas regides de interface

entre 0s mesmos (2,3).

Os materiais metalicos, quando em associacdo, sofrem corrosdo de vérias formas,
principalmente da forma localizada. Varios estudos foram realizados para compreender as
formas dominantes de corroséo que os biomateriais sofrem e as suas implicacGes com relagéo
as funcdes bioldgicas e mecanicas do corpo humano. No entanto, observou-se que a que mais
comumente acontece € o desgaste eletroquimico, acontecendo, por conseguinte, a fadiga, a

formacéo de fendas e a corrosao galvanica (7).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a alteracdo histologica na interface 6ssea
com a utilizacdo de miniplacas de titdnio com relacdo a parafusos de titnio versus aco
inoxidavel em fémur de ratos, avaliando a presenca de ostedlise Gssea e 0 processo

inflamatdrio envolvido.

MATERIAL E METODOS

Para composi¢do da amostra foram utilizados 12 ratos albinos, da espécie Ratthus

norvegicus, machos, com idade de 90 a 120 dias, peso variando de 250 a 350 gramas e
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clinicamente sadios. Os animais selecionados foram divididos aleatoriamente em dois grupos
distintos, de forma que cada grupo foi formado por seis animais. Em todos os grupos, o

periodo de observacao foi de 30 dias ap6s o procedimento cirurgico.

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

parafusos do material em questdo (Tabela 1).

Foram utilizados placas e parafusos para fixacdo interna rigida, do sistema de 2.0 mm
(Neoface — NeoOrtho - Curitiba, Parana, Brasil). Os procedimentos cirdrgicos foram
realizados no Laboratdrio de Farmacologia Aplicada, da Faculdade de Farméacia da PUCRS.
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 corporeo do animal do anestésico geral
Cloridrato de Ketamina 10%. Ap0s atingir o estado anestésico, cada animal foi posicionado
em decubito lateral esquerdo sobre uma prancha cirargica e imobilizado. Realizou-se a

tricotomia da regido coxofemoral direita, 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.

Apés a exposicdo da diafise, o fémur foi delimitado em trés porgdes (superior,
mediana e inferior), com o objetivo de padronizar a area a ser manipulada, sendo a regido

superior e mediana, o local de eleigéo para a realizagdo do experimento.

Na porcdo superior da face lateral do fémur, préximo a jungdo coxofemural, foi

realizado a primeira perfuragdo 0ssea, com uma broca de didmetro 1,6 mm pertencente ao
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Sistema de fixacdo Neoface (NeoOrtho-Curitiba, Parana, Brasil), montada no motor cirdrgico
elétrico Surgic XT (Marca NSK), em 1200 RPM e irrigacdo constante com solugéo estéril de
cloreto de sddio a 0,9%. Em seguida foi realizada a colocacdo da placa do sistema 2.0 mm de
tithnio 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 (Figura 1). Todos os

procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo operador, em tempos distintos.

Durante o poés-operatorio 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 p6s-operatdrio.
PREPARO E OBTENC;AO DAS AMOSTRAS

No intervalo de tempo proposto (30 dias) foi realizada a eutanasia dos animais. Apos a
constatacdo do obito, foi realizada uma incisao longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea
existente e remocdo do fémur operado. Em seguida foi realizada a remocdo da placa e uma
seccdo transversal no fémur do animal, uma peca foi enviada para processamento histologico

onde foi fixada em formol 10% (Figura 2).
PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento das amostras foi realizado no Laboratdrio de Patologia da Faculdade

de Odontologia da PUCRS, seguindo a rotina laboratorial padronizada.

Ap0s o periodo de fixacdo, os espécimes foram descalcificados com uma solucéo de
acido nitrico (HNO3) a 5%, trocado diariamente, por cinco a sete dias, de acordo com a

espessura Ossea. Apdés a descalcificacdo, o material foi submetido ao processo de
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desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Os espécimes foram entdo emblocados em
parafina e submetidos a cortes de 6um no Micrétomo. As laminas foram entdo coradas com
HE. A andlise histoldgica, descritiva comparativa, das ldaminas foi realizada no laboratoério de

farmacologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS, sendo todas as amostras fotografadas.
ANALISE HISTOLOGICA

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia éptica, visando o
estudo do processo de dano 0sseo, e reabsorcdo 0ssea através da analise descritiva. Para tal,
foram utilizados os aumentos microscopicos de 4X, 10X e 40X. As zonas avaliadas

formavam uma regi&o de 0,5cm?, na regido de contato entre a placa e o parafuso (Figura 3).

Os aspectos histoldgicos das pecas 0sseas submetidas ao procedimento descrito foram
descritas levando-se em consideracdo a resposta inflamatoria e a reabsorcdo 0ssea (através das
lacunas de Howship). Todas as laminas foram codificadas, impossibilitando desta forma, a

identificacdo a qual grupo de estudo pertenceria cada lamina analisada.

As analises das laminas foram realizadas por dois examinadores diferentes, em
momentos diferentes, calibrados, e com datas alternadas. Os critérios utilizados para avaliacdo
foram: Presenca de zonas de osteélise na regido de interface entre a placa e o parafuso,
avaliado quantitavamente como ausente ou presente; se presente avaliar e quantificar o
nimero de lacunas de Howship em 0,5 cm? na regido adjacente & colocacéo do parafuso

(Figura 3).

A resposta inflamatéria também foi avaliada segundo os critérios de ausente ou

presente. Todos os critérios utilizados para avaliagdo da resposta inflamatoria foram
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evidenciados atraves das laminas coradas pela técnica de coloracdo histologica HE nas

objetivas de 4 X, 10X e 40X.

RESULTADQOS

Durante o periodo de observacdo, 0s animais permaneceram saudaveis, com

cicatrizagdo normal no local operado, sem evidéncia de infecgdo ou deiscéncia de sutura.

RESULTADOS DESCRITIVOS DO EXAME MICROSCOPICO

Os resultados obtidos através da microscopia Optica para 0s grupos experimentais e
controle estdo de acordo com as estruturas avaliadas (trabeculado 6sseo cortical e medular
presente, presenca de defeito 6sseo na regido do parafuso), em todas as laminas (12 laminas

para a técnica de coloracdo HE) foram os seguintes:

Grupo 1 (Grupo Titanio-Titanio)

Na objetiva de 4X, visualizaram-se solucdes de continuidade compativeis com 0s
defeitos dsseos confeccionados. O defeito 6sseo experimental apresentou-se parcialmente
preenchido por tecido medular em meio ao qual foram observadas delicadas esquirolas ¢sseas
e tecido adiposo (Figura 4). Observou-se, ainda, presenca de cortical 6ssea bem evidente. Nao
foi evidenciado um infiltrado inflamatério na abertura da cavidade com 30 dias da realizagéo
do experimento, em nenhum grupo estudado. Ao término do periodo de observacéo, o interior
da cavidade ainda apresentou predominio de tecido medular. Ao nivel da cortical rompida,
verificou-se que o processo de reparo 0sseo estava presente, sem sinais de ostedlise. Nos
campos estudados, ndo foram observados episodios de necrose, com aparecimento de lacunas
de Howship em apenas uma lamina das seis avaliadas. Nao foi observada reabsorcéo dssea

inflamatoria, e nem de invaginagdo de tecido conjuntivo para o interior do defeito 0sseo
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(10X). As seccdes histologicas exibiram fragmentos de tecido 6sseo corticalizados, contendo
inimeros ostedcitos e delicados canais medulares dispersos pelo seu interior (40x) (Figura 5 e

6).
Grupo 2 (Grupo Titanio-Aco)

Em uma objetiva de 4X (Figura7), visualizaram-se solucdes de continuidade
compativeis com os defeitos dsseos confeccionados. O defeito dsseo experimental apresentou-
se parcialmente preenchido por tecido medular em meio ao qual foi observado pouco tecido
medular (Figura 6). Foi evidenciado um discreto infiltrado inflamatério na abertura da
cavidade com 30 dias da realizacdo do experimento, em duas das seis laminas. Ao término do
periodo de observacao, o interior da cavidade ainda apresentou predominio de tecido medular.
Ao nivel da cortical rompida, verificou-se que o processo de reparo 0sseo estava presente,
com sinais de ostedlise e com algumas lacunas de Howship presentes na interface do local
aonde foram colocados as placas e parafusos (Objetiva - 40 X). Nos campos estudados, havia
uma pequena reabsorcdo Ossea inflamatoria, sem invaginacdo de tecido conjuntivo para o
interior do defeito dsseo (10X). As seccles histoldgicas exibiram fragmentos de tecido 6sseo
corticalizados, contendo inumeros ostedcitos e delicados canais medulares dispersos pelo seu

interior (40x) (Figura 8 e 9)
ANALISE, SEMIQUANTITATIVA E DESCRITIVA DO EXAME MICROSCOPICO
Comparagdo entre 0S grupos

O infiltrado inflamatdrio foi analisado sob os pardmetros de ausente ou presente; se
presente, avaliado sobre os parametros de leve, moderado, alto e intenso dentre 0s grupos.

Observaram-se padrdes variando de ausente a moderado no grupo 2 que possuia diferentes
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constituintes metalicos, com evidenciacdo de um menor infiltrado inflamatdrio no grupo

Titanio-titanio (Tabela 2).

Analise Estatistica

As areas de inflamacdo, com coloracdo HE e areas de Ostedlise foram avaliadas
através do programa Image-Pro Plus 6.0. A andlise estatistica dos dados resultantes da
avaliacdo histoldgica foi realizada com o objetivo de avaliar as variagdes dos dois grupos em
relacdo ao tempo de 30 dias. A analise estatistica deste trabalho foi realizada atraves de
tabelas, graficos e estatisticas descritivas e pelo Teste Exato de Fisher e Teste ndo-

paramétrico Kruskal-Wallis.

Os resultados foram considerados significativos a um nivel de significancia méximo
de 5% (p<0,05) e para o0 processamento e analise destes dados foi utilizado o software
estatistico SPSS versdo 17.0. Através dos resultados do Teste Exato de Fisher verifica-se que
ndo existe associacao significativa entre a presenca de Infiltrado Inflamatdrio entre os grupos

do estudo (p=0,204).

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis verifica-se que
existe diferenca significativa para o nimero de lacunas de Howship quando comparado entre
0s grupos. Observa-se que o grupo Titanio aco apresenta valores significativamente

superiores ao outro grupo (p=0,002).
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DISCUSSAO

O proposito deste estudo foi determinar a presencga de ostedlise como um dos sinais
iniciais de uma possivel corrosdo galvanica na area de contato entre a cabeca do parafuso e a
placa de osteossintese. A combinacdo galvanica de titdnio e ago inoxidavel versus

combinacg0es puras de titanios foram estudadas por diversos autores(4,8,9).

Alguns estudos In vitro utilizando diferentes meios estudaram a corrosdo metalica
existente quando se combinam diferentes materiais, concluindo que os parafusos e placas de
titnio apresentam uma maior taxa de ostedlise no soro humano do que em soro fisiologico,
enguanto que se observava o contrario quando se utilizava a mistura de materiais, como com a
combinacéo de placa de titanio e parafuso de aco inoxidavel (Grupo 2). Os experimentos com
soro humano podem ser considerados como estando mais préximos do ambiente clinico, que é

0 que buscamos encontrar no presente trabalho(1, 4, 8).

No presente estudo, foi avaliado histologicamente a partir da presenca ou auséncia de
lacunas de Howship, uma possivel perda 6ssea ao redor dos materiais de fixacdo. Alguns
estudos que utilizaram a combinagdo de implantes de titanio e aco fizeram uso da perda de
peso dos materiais metélicos para avaliar a possivel liberagdo idnica no meio. Estes estudos
concluiram que houve uma perda de aproximadamente 0 mesmo peso e lancamento de metais
com as combinacdes de materiais, 0 que foi confirmado pela anélise de componentes
principais, que mostraram que as combinagdes com metais dissimilares ndo desviaram das
combinagbes com materiais similares. Os achados deste estudo sdo apoiados por outros
estudos in vitro que ndo conseguiram demonstrar um excesso de perda dssea entre o titanio e
aco inoxidavel, quando usados em conjunto (1,10). No presente trabalho, com avaliagdo

histologica poOde-se avaliar uma diferenca na interface entre o0s grupos estudados,
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principalmente pelas areas sugestivas de osteOlise 6ssea com a presenca de infiltrado
inflamatdrio, como com a presenca de lacunas de Howship o que sugere, que a nivel
microscopico ocorreu um dano a interface placa parafuso quando se utilizam diferentes

constituintes metalicos.

CirurgiGes geralmente hesitam em misturar 0os componentes feitos de metais
diferentes, devido ao potencial de corrosdo galvanica. No entanto, em 1975, Ruedi e Perren
sugeriram combinar placas de titdnio com parafusos de ago inoxidavel, tornando seu uso
menos rigido, pela maior flexibilidade dos parafusos de aco, por proporcionar uma menor
chance de fratura do parafuso (10,11). Uma vantagem adicional é que eles encontraram menos
desgaste de titanio ao redor dos tecidos quando se usava parafusos de aco com placas de
titdnio, do que quando se usava somente materiais de titdnio. Os autores estavam conscientes
de que o aco inoxidavel aumentou a corrosdo em comparacdo com combinagdes de titanio
puro, mas eles consideraram como seguro e nem pior do que uma combinacao consistindo em

parafusos de aco com miniplacas de titanio.

No presente trabalho, o uso destes materiais no soro dos animais estudados mostrou
alterar e proporcionou uma osteolise com possivel corrosdo galvanica acentuada nos materiais
utilizados, discordando desta forma, dos estudos feitos por Ruedi e Perren (1975). No caso da
utilizacdo do aco inoxidavel, as proteinas do soro podem exercer um efeito lubrificante que
reduz o desgaste entre os metais, produzindo menos osteolise. Outro efeito das proteinas do
soro sdo que elas tém uma selecdo por determinados metais. Sugere-se que produtos de
degradacdo dos implantes metélicos, ou seja, produtos da corrosdo galvanica ndo existam
isolados e sim associados as proteinas (8,12). As proteinas sdo conhecidas por se
comportarem de maneira diferente com metais diferentes, assim, seu papel em um ambiente

corrosivo é regido por varios fatores, como a quimica da superficie do metal, as caracteristicas
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de absorcdo de proteinas e a interacdo de moléculas das proteinas com outros ions presentes

na solucdo eletrolitica e o pH(2, 5, 8, 9).

Desta forma, as proteinas podem formar camadas na superficie do metal, que também
0 protegem contra a corrosdo. Nossos resultados ndo indicam um mecanismo desse tipo,
porque a possivel unido galvanica de titanio e implantes de ago causaram uma maior area de

ostedlise do que quando ndo se fez a mistura dos metais.

CONCLUSAO

O principal achado neste trabalho é que quando usamos diferentes matérias de fixacao, ocorre
maiores niveis de ostedlise, ndo se sabendo até que ponto esta osetdlise pode danificar a
funcdo do material, promovendo a perda do implante. PGde-se concluir que estudos in vivo
deste tipo de estudo sdo mais confidveis, pela presenca de proteinas plasmaticas, pois as

mesmas podem interferir no desgaste entre os metais.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1 - Distribui¢do dos materiais

1 Liga de Titanio

Liga de Titanio

2 Liga de Titanio

Liga de aco inox
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Figura 1 - Colocacao da miniplaca e dois parafusos na
regiao escolhida

>

Formol 10%
Figura 2- Placa removida e secc¢ao transversal do fémur
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Figura 3 - Metodologia a ser usada na analise histologica,
com avaliacdo de 0,5 cm? na regido de interface placa
parafuso (Seta).
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Tabela 2 - Comparacio do infiltrado inflamatério presente entre os grupos

Grupo
Infiltrado Titanio titanio Titdnio aco Total
Inflam atério n % n % %
Ausente 6 100.0 4 66,7 10 83,3
Presente - - 2 33.3 2 16,6
Total 6 100.0 6 100.0 6 100.0

Tabela 3. Comparacao do Numero de lacunas de Howship

Grupo
N® lacunas de Titanio titanio Titéanio aco
Howship n % N %
0 5 83.3 - - 6
1 - - 3 50.0 -
2 1 16.7 1 16,7 -
3 - B 1 16.7 -
4 - - 1 16,7 -

Tabela Comparacdo do Numero de lacunas de Howship

NUumero de lacunas de Howship

Grupo n Minimo Maximo M édia Desvio-padrao p
Titanio titanio 6 0 2 0,33 0,82 0.002
Titanio aco 6 1 4 2,00 1,26
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Figura 4 - Observar o defeito dsseo pelo colocacao do parafuso,
com a presenca de tecido medular em abundancia no leito
receptor.
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Figura 5 - Avaliar a regido adjacente ao defeito 6sseo, com auséncia de areas de
ostedlise e auséncia de infiltrado inflamatério.

Figura 6 — Avaliar a regido de cortical éssea com auséncia de dreas de ostedlise.
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Figura 7- Observar a presenca do defeito dsseo provocado pelo
parafuso, observando a manutencao da cortical ssea, na regidao de
interface placa parafuso (Objetiva -4x)
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i N '.e."v‘-‘ 3
Figura 8 — Avaliar a regia

# 3 > w

o adjacente ao defeito 6sseo; Observa-se a regiao
cortical repleta de ostedcitos, com uma cavidade presente entre a regiao
cortical e medular subjacente. (Objetiva 10 X - Seta)
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Figura 9 — Observar a presenca de lacunas de Howship.
(Objetiva 40x - Seta)
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3.2. Artigo 2:

AVALIACAO HISTOLOGICA NA INTERFACE OSSEA QUANDO UTILIZAMOS
MINIPLACAS E PARAFUSOS REVESTIDOS COM DIAMOND-LIKE CARBON

VERSUS TITANIO PURO: UM ESTUDO DESCRITIVO
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RESUMO

OBJETIVO: Determinar se os materiais revestidos com Diamond-Like Carbon (DLC)
apresentam menor desgaste e menor ostedlise na interface placa parafuso, com relacdo ao

titanio.

MATERIAL E METODOS: Doze ratos, da linhagem Wistar, foram utilizados. Estes animais
foram divididos em dois grupos, no Grupo 1 foi usado somente miniplacas e parafusos de
titanio do sistema 2.0mm, e no outro grupo somente DLC( Sistema 1.5mm). Uma miniplaca e
dois parafusos foram inseridos na superficie externa do fémur direito de cada animal. Todos
os parafusos foram de 05 mm de comprimento e foram inseridos até as pontas serem projetada
pelo lado endosteal. Apos 30 dias da realizagdo do procedimento cirdrgico, as miniplacas e 0s
parafusos foram retirados e foram feitas avaliacdes histoldgicas na interface placa parafuso no
defeito 6sseo, em uma extensdo de 0,5 cm2. RESULTADOS: Na avaliacdo histoldgica
observou-se uma auséncia de processo inflamatério em ambos os grupos. Obervou-se a
presenca de lacunas de Howship que indicam uma possivel ostedlise em decorréncia de um
maior dano 0sseo, quando se usam ligas de titdnio do que quando se usam materiais
revestidos com DLC, esta diferenca se mostrou muito pequena, s6 encontrado em uma

lamina.

CONCLUSOES: Os resultados deste estudo indicam que os materiais revestidos com DLC e
os de liga de titanio, se mostraram bem parecidos, quando avaliamos presenca de infiltrado

inflamatorio e presenca de ostedlise.

Descritores: Corrosao; Fixacao interna rigida; parafuso de fixagédo
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OBJECTIVE: The aim of the present study was to determine whether materials coated with
diamond-like carbon (DLC) exhibit less wear and lead to less osteolysis in the plate-screw-

bone interface in comparison to other materials.

MATERIALS AND METHODS: Twelve Wistar rats were divided into two groups of six
animals. A miniplate and two screws were inserted on the external surface of the left femur of
each animal. Group 1 received a plate and screws made from titanium alloy (2.0-mm system)
and Group 2 received a plate and screws coated with DLC (1.5-mm system). The screws were
five mm in length and inserted until the tips projected through the endosteal side. After 30
days, the miniplates and screws were removed and histological analysis was performed on the

0.5-cm? interface between the plate, screw and bone defect.

RESULTS: There was an absence of inflammatory process in both groups. The greater
presence of Howship lacunae in Group 1 indicated possible osteolysis stemming from greater
bone damage when using the titanium alloy in comparison to materials coated with DLC.

However, this difference was very small and was only found on one slide.

CONCLUSIONS: Materials made with DLC and titanium alloy perform similarly, especially
when used for orthopedic, cardiovascular and dental purposes. It is not certain whether the
small difference observed in the present study was due to the short period of time studied or

the differences between the materials.

Keywords: Corrosin; Internal rigid fixation; Screws
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INTRODUCAO

Véarios metais tém sido utilizados para diferentes aplicagdes biomédicas,
principalmente o titanio, aco inoxidavel, 6xido de titanio, nitreto de titanio, liga de cobalto-
cromo e as mais diversas ligas entre estes materiais (1). Estes materiais sofrem desvantagens
em caso de uso continuo e, a longo prazo, por causa da citotoxicidade, liberacdo de ions
metalicos, corrosdo e o desgaste. Por exemplo, embora o aco inoxidavel tenha sido utilizado
com sucesso em muitas aplicagdes biomédicas, observou-se que este material corrdi e libera
ions de Cr, Mn, Ni, e Mo quando o metal ¢ colocado em vasos coronarianos (1, 2), e em

outras aplicacdes biomédicas.

O diamond-like carbon (DLC) emergiu como um material de grande potencial nos
ultimos anos devido a sua alta dureza, baixo desgaste ao atrito, elevado coeficiente de
resisténcia a corrosdo, inércia quimica, alta resistividade elétrica, transparéncia infravermelha,
alto indice de refracdo e suavidade excelente. Todas estas propriedades combinam bem com
os critérios de um biomaterial adequado para aplicacdes em ortopedia, stent cardiovascular de
contato, ou em odontologia(3), logo, parecendo ser um material ideal para tais fins e seu uso é

muito Util para proteger os implantes, tendo sido sugerido ja no inicio dos anos 1990(4).

Os revestimentos de DLC compreendem uma mistura de carbono sp2 e sp3, estando
depositado em determinadas superficies como materiais de alta energia. Estes revestimentos
sdo produzidos por uma série de técnicas como a deposicao de feixes de ions, radiofreqliéncia
de plasma de deposicdo de vapor quimico (RF-PECVD), metalizacdo idnica, plasma de
implantacdo i6nica por imersdo e deposicdo, pulverizacdo catodica, entre outros meios(3-5).
O contetdo de hidrogénio nos filmes de DLC varia até 40%. Devido a sua estrutura amorfa,

filmes de DLC podem ser facilmente ligados e unidos com elementos diferentes. Isso leva a

46



uma vasta gama de propriedades em funcdo de seus spins sp3, sp2, e teor de hidrogénio,

juntamente com a incorporacdo do elemento(6).

Debakey foi o primeiro a utilizar os materiais a base carbono como revestimento para
proteses da artéria aorta, sendo observadas as suas grandes vantagens (4). Além da prevencédo
ou reducdo da corrosdo e do desgaste quando se usa 0 DLC como material de revestimento,
estes materiais também fornecem a interagdo controlada com o ambiente. No caso de
implantes conjuntos, a insercdo de osteoblastos (células formadoras de 0sso) no 0sso €
desejada para uma melhor integragdo do implante com o 0sso. Em outros casos, por exemplo,
nos stents, o revestimento deve evitar a interagdo com o sangue fluindo para prevenir a

ocorréncia de trombose, 0 que € conseguido quando se usa revestimentos de DLC(1, 5, 7).

O objetivo do presente estudo € avaliar a resposta histologica na interface dssea
guando usamos miniplacas e parafusos revestidos com Diamond Like Carbon, e observar a

presenca de ostedlise dssea ao redor do material de fixacgéo.

MATERIAL E METODOS

Para composicdo da amostra foram utilizados doze ratos albinos, da espécie Ratthus
norvegicus, machos, com idade de 90 a 120 dias, peso variando de 250 a 350 gramas e

clinicamente sadios.

Os animais selecionados foram divididos de forma aleatéria em dois grupos, de forma
que cada grupo foi formado por seis animais. Em todos os grupos, o periodo de observacéao

foi de 30 dias ap0s o procedimento cirdrgico.

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

parafusos do material em questdo (Tabela 1).
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Foram utilizados placas e parafusos para fixacdo interna rigida, do sistema de 2.0 mm
(Neoface — NeoOrtho - Curitiba, Parand, Brasil) no grupo 1 e do Sistema 1.5 mm no Grupo 2.
Os procedimentos cirargicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Aplicada, da
Faculdade de Farmacia da PUCRS. Os animais foram submetidos a anestesia geral através da
injecdo intraperitoneal, contendo 0,025 ml/100g de peso corporeo do animal do sedativo,
analgesico e relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2% e 0,05 ml/100g de peso corpéreo
do animal do anestésico geral Cloridrato de Ketamina 10%. Ap0s atingir o estado anestésico,
cada animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo, sobre uma prancha cirdrgica, e
imobilizado. Realizou-se a tricotomia da regido coxofemoral direita, 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 extensdo. Apds a exposicao da diafise, o
fémur foi delimitado em trés porcdes (superior, mediana e inferior), com o objetivo de
padronizar a area a ser manipulada, sendo a regido superior e mediana, o local de eleicdo para

a realizacdo do experimento.

Na porcdo superior da face lateral do fémur, proximo a juncdo coxofemural, foi
realizado a primeira perfuracdo 6ssea, com uma broca de didametro 1,6 mm pertencente ao
Sistema de fixacdo Neoface (NeoOrtho-Curitiba, Parana, Brasil) para o grupo 1 e uma broca
de didmetro 1.2 mm para o grupo 2, montada no motor cirdrgico elétrico Surgic XT (Marca
NSK), em 1200 RPM e irrigacdo constante com solucao estéril de cloreto de sodio a 0,9%.
Em seguida foi realizada a colocacédo da placa do sistema do material do grupo em questdo, ao

qual foi fixado um parafuso, pertencente ao sistema 2.0 de miniplacas no Grupo 1 e 1.5 mm
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no Grupo 2 , e parafusos e medindo cinco mm de comprimento, em seguida, foram realizadas

a colocacao do segundo parafuso, em ambos os grupos (Figura 1).

Durante o poés-operatorio 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 pos-operatdrio.
PREPARO E OBTENQAO DAS AMOSTRAS

No intervalo de tempo proposto (30 dias) foi realizada a eutanasia dos animais. Apos a
constatacdo do oObito, foi realizada uma incisao longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea
existente e remocdo do fémur operado. Em seguida foi realizada a remocdo da placa e uma
seccao transversal no fémur do animal, uma peca foi enviada para processamento histoldgico,

onde foi fixada em formol 10% (Figura 2).
PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento das amostras foi realizado no Laboratdrio de Patologia da Faculdade

de Odontologia da PUCRS, seguindo a rotina laboratorial padronizada.

Apobs o periodo de fixacdo, os espécimes foram descalcificados com uma solucéo de
acido nitrico (HNO3) a 5%, trocado diariamente, por cinco a sete dias, de acordo com a
espessura Ossea. Apb6s a descalcificacdo, o material foi submetido ao processo de
desidratacdo, diafanizacéo e inclusdo em parafina. Os espécimes foram entdo emblocados em
parafina e submetidos a cortes de 6 mm em Microtomo. As laminas foram entdo coradas com
HE. A anélise histologica, descritiva comparativa, das laminas foi realizada no laboratorio da

Faculdade de Odontologia da PUCRS, sendo todas as amostras fotografadas.

ANALISE HISTOLOGICA
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O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia éptica, visando o
estudo do processo de reparo e reabsorcdo 0ssea através da analise descritiva. Para tal, foram
utilizados os aumentos microscopicos de 4X, 10X e 40X. As zonas avaliadas formavam uma

regi&o de 0,5cm?, na regi&o de contato entre a placa e o parafuso(Figura 3).

Os aspectos histoldgicos das pecas dsseas submetidas ao procedimento descrito, bem
como das pecas 6sseas do grupo controle, foram descritas levando-se em consideracdo a
resposta inflamatéria e a reabsor¢do Ossea (através das lacunas de Howship). Todas as
laminas foram codificadas, impossibilitando desta forma, a identificacdo a qual grupo de

estudo pertenceria cada ldmina analisada.

Os critérios utilizados para avaliacdo foram: Presenca de zonas de ostedlise na regido
de interface entre a placa e o parafuso, avaliado quantitativamente como ausente ou presente,
se presente, avaliar e quantificar o nimero de lacunas de Howship em 0,5 cm? na regido

adjacente a colocagéo do parafuso (Figura 3).

A resposta inflamatéria também foi avaliada segundo os critérios de ausente ou
presente; se presente, avaliar se leve, moderada, alta ou intensa. Todos os critérios utilizados
para avaliacdo da resposta inflamatoria foram evidenciados através das laminas coradas pela

técnica de coloracdo histolégica HE nas objetivas de 4 X, 10X e 40X.
RESULTADOS

Durante o periodo de observacdo, 0s animais permaneceram saudaveis, com

cicatrizacdo normal no local operado, sem evidéncia de infeccdo ou deiscéncia de sutura.

RESULTADOS DESCRITIVOS DO EXAME MICROSCOPICO
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Os resultados obtidos através da microscopia Optica para 0S grupos experimentais e
controle estdo de acordo com as estruturas avaliadas (trabeculado désseo cortical e medular
presente, presenca de defeito 6sseo na regido do parafuso), em todas as laminas (12 laminas

para a técnica de coloracdo HE) foram os seguintes:

Grupo 1 (Grupo Titanio-Titanio)

Na objetiva de 4X, visualizaram-se solugdes de continuidade compativeis com 0s
defeitos dsseos confeccionados. O defeito 6sseo experimental apresentou-se quase totalmente
preenchido por tecido medular em meio ao qual foram observadas delicadas esquirolas dsseas
e tecido adiposo (Figura 4). Observou-se, ainda, presenca de cortical 6ssea bem evidente. Ndo
foi evidenciado um infiltrado inflamatdrio na abertura da cavidade com 30 dias da realizacédo
do experimento, em nenhum grupo estudado. Ao término do periodo de observacao, o interior
da cavidade ainda apresentou predominio de tecido medular. Ao nivel da cortical rompida,
verificou-se que o processo de reparo 6sseo estava presente, sem sinais de ostedlise. Nos
campos estudados, ndo foram observados episddios de necrose, com aparecimento de lacunas
de Howship, em somente um animal, reabsorcdo dssea inflamatdria e nem de invaginacédo de
tecido conjuntivo para o interior do defeito 6sseo (10X). As sec¢Oes histoldgicas exibiram
fragmentos de tecido dsseo corticalizados, contendo inimeros ostedcitos e delicados canais

medulares dispersos pelo seu interior (40x) (Figura 5 e 6).

Grupo 2 (DLC)

Em uma objetiva de 4X (Figura 7), visualizaram-se solugbes de continuidade
compativeis com os defeitos 6sseos confeccionados. O defeito dsseo experimental apresentou-
se parcialmente preenchido por tecido medular em meio ao qual foi observado pouco tecido

medular. Observou-se, ainda, um moderado processo de neoformacdo Ossea. N&o foi
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evidenciado processo inflamatorio na abertura da cavidade com 30 dias da realizacdo do
experimento nas seis laminas. Ao término do periodo de observacdo, o interior da cavidade
ainda apresentou predominio de tecido medular. Ao nivel da cortical rompida, verificou-se
que o processo de reparo 6sseo estava presente, com auséncia de sinais de ostedlise ou
lacunas de Howship na interface do local aonde foram colocados placas e parafusos
(Objetiva- 40 X- Figura 8). Nos campos estudados, ndo havia sinais caracteristicos de
reabsorcéo dssea inflamatoria, sem invaginacdo de tecido conjuntivo para o interior do defeito
0sseo (10X). As seccdes histologicas exibiram fragmentos de tecido 0sseo corticalizados,

contendo inumeros ostedcitos e delicados canais medulares dispersos pelo seu interior (40x).

ANALISE ESTATISTICA, SEMIQUANTITATIVA E DESCRITIVA DO EXAME

MICROSCOPICO
Comparacdo entre 0S grupos

O infiltrado inflamatdrio foi analisado sob os pardmetros de ausente ou presente; se
presente, avaliar se leve, moderado, alto ou intenso dentre os grupos. No grupo 1 houve uma
presenca discreta de lacunas de Howship, e uma auséncia de infiltrado inflamatdrio. No grupo
2, foi evidenciada uma auséncia caracteristica nas seis laminas estudadas, com auséncia de

lacunas de Howship ou de qualquer processo de necrose ou dano 6sseo. (Tabela 2).
DISCUSSAO

A biocompatibilidade de um material é determinada por testes in vitro e in vivo,
envolvendo a interacdo do material biologico com o meio celular. A célula que desempenha
um papel preponderante na inflamacéo e interacdo com materiais implantados é o macréfago,

tornando-se muito importante para testar a biocompatibilidade de determinado material(8).
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Tem sido observado que uma glicoproteina, a fibronectina, media e promove a adesao
das células sobre os biomateriais(8). A linhagem monocitica geralmente sdo as células que
interagem com os implantes revestidos com DLC, causando possiveis reacdes inflamatdrias.
Assim, através da investigacdo pela ativacdo de mondcitos humanos e macrofagos ao redor
dos biomateriais, ou seja, pela presenca de inflamacdo a biocompatibilidade pode ser

estimada, o que foi proposto no presente trabalho (3).

Recentemente, os materiais revestidos com DLC tém sido exaustivamente estudados
com relacéo a sua biocompatibilidade. No inicio dos anos 90, algumas tentativas foram feitas
para investigar a biocompatibilidade destes filmes preparados pelo método de deposicdo do

feixe de ions de carbono amorfo hidrogenado(3, 9).

Estudos in vitro foram inicialmente realizados sobre a biocompatibilidade dos
revestimentos de DLC produzidos através do gas butano, com uma camada intermediaria de
Silicio. Nestes materiais cresceram macréfagos, fibroblastos humanos, e osteoblastos sobre as
amostras até trés dias e ndo foram encontrados efeitos citotoxicos apos a realizacdo destes

ensaios em curtos periodos de tempo(6, 7).

Schroeder e colaboradores(6) realizaram testes de cultura na medula dssea com
materiais de Titanio incorporados com filmes de carbono amorfo hidrogenado(DLC),
preparados usando um processo hibrido de plasma e pulverizagdo catodica, para observar seus
efeitos sobre a reagdo celular, osteoblastos e atividade osteoclastica. Estes filmes mostraram

um aumento da proliferagéo celular e minimizaram a atividade de células osteoclésticas.

Dorner-Reisel e colaboradores (10) observaram que a incorporacao de 0xido de Calcio
em revestimentos de DLC, formada pela decomposicédo de plasma de precursores de carbono

gasoso melhoraram a aceitacdo bioldgica pelos fibroblastos dos ratos estudados.
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Ap0s receber uma aceitacdo preliminar da biocompatibilidade de filmes de DLC,
através de testes in vitro, diversos estudos in vivo foram iniciados pela colocacdo de implantes
revestidos com DLC em animais de laboratério, o que foi testado no presente estudo, através

da comparacéo entre o titanio puro e revestimentos de DLC.

Inicialmente, o primeiro autor a estudar filmes de DLC in vivo tentou avaliar a
resposta tecidual de filmes revestidos com DLC pela implantacdo das amostras no musculo
esquelético de coelhos por um ano. O estudo nédo revelou qualquer delaminacdo do filme nos

musculos esqueléticos, indicando sua natureza biocompativel(11).

Outro estudo comparativo foi feito através da implantacdo de Zircénio, Titanio,
Aluminio e Zirconio revestido com DLC em tibias de ratos durante 30 dias. Depois de
investigar a interface tecido-implante, observou-se que o Zirconio e o Zicronio revestido com

DLC indicaram melhor resposta tecidual do que os outros metais(5).

Em outro estudo, materiais revestidos com DLC foram implantados dentro de um 0sso
fraturado no corpo humano por sete meses e ndo houve liberacdo de corrosdo do metal, e
nenhum sinal de inflamacgdo foi observado (3, 12), o que foi constatado também em nosso
trabalho, onde nos filmes de DLC, ndo ocorreu presenca de lacunas de Howship, que séo

sinais significativos de ostedlise, ao contrario do grupo em que foi utilizado Titanio puro.

Todos esses estudos indicam que os revestimentos de DLC sdo completamente
biocompativeis e ndo induzem qualquer reacao inflamatdria dentro do corpo dos animais. No
entanto, mais estudos in vivo sdo necessarios para avaliar o desempenho e o bom

funcionamento dos implantes revestidos com DLC.
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Como ja descrito, varios estudos in vitro e in vivo indicam a biocompatibilidade de
filmes DLC preparado por uma variedade de técnicas. No entanto, a dependéncia apropriada
de sua biocompatibilidade em sua quimica de superficie, a estrutura atdmica, e 0 seu conteido
de Hidrogénio ndo é totalmente compreendida. Foi observado em alguns estudos que a
proteina fibronectina rege a adesdo e molhamento celular na superficie do metal. A
fibronectina consiste em varios sitios especificos de ligacdo e é capaz de interagir com uma
grande variedade de outros biomateriais, atraves da formacéo de matriz extracelular fibrilar.
Assim, a superficie especifica de um biomaterial desempenha um papel fundamental na

adsorcao de fibronectina e, portanto, podendo melhorar a proliferagdo celular(12).

Todas essas investigacdes revelaram as perspectivas do DLC como um material
biocompativel, 0 que provocou um interesse crescente por implantes revestidos por esse

material na ortopedia, cirurgia cardiovascular e odontologia.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos materiais

1 Liga de titanio Liga de titanio

2 DLC* DLC*

* Diamond Like Carbon
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Figura 1 A — Colocacao de uma miniplaca de titanio com 2 parafusos
de titanio no grupo 1; Figura 1 B — Colocagao do material de fixacao
no grupo 2

Formol 10%
Figura 2- Placa removida e seccao transversal do fémur
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Figura 3 - Metodologia a ser usada na analise histoldgica,
com avaliacdo de 0,5 cm? na regido de interface placa
parafuso (Seta).
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Figura 4 - Observar o defeito dsseo pelo colocacao do parafuso,
com a presenca de tecido medular em abundancia no leito
receptor.
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Figura 5 - Avaliar a regido adjacente ao defeito ésseo, com auséncia de areas de
osteolise e auséncia de infiltrado inflamatdrio.
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Figura 6 - Avaliar a regiao de cortical dssea, com auséncia de areas
de ostedlise, com intensa presenca de canais de Havers, e intensa
presenca de osetdcitos.
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Figura 7 - Observar auséncia de areas de ostedlise apds a remocao
do parafuso.

63



Figura 8 —Observar a auséncia de osteolise e auséncia de processo
inflamatorio

Tabela 2 - Comparacédo entre os grupos quando avaliado Infiltrado inflamatorio e

presenca de lacunas de Howship

Infiltrado

Inflamatdrio N(%b)

Lacunas de

Howship N(%0)

Grupo 1

Titanio-Titanio

Grupo 2

DLC-DLC

6 ausentes (100%)

6 Ausentes (100%)

1 Presente (16,6%)

2 Lacunas de

Howship

5 Ausente (83,3%)

6 Ausentes (100%)
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DISCUSSAO

4. DISCUSSAO GERAL:

Os resultados deste estudo indicam que, quando ocorre uma mistura de materiais
associada a uma possivel interface de soro sanguineo, os componentes de implantes de aco
inoxidavel tém uma maior susceptibilidade a ocorréncia de ostedlise quando colocados em
contato com o titanio. Além disso, o potencial galvanico entre ligas metélicas iguais ndo causa

um efeito claro sobre a corrosao de qualquer um deles.

Estudos anteriores tém mostrado claramente estes efeitos. (CLARK C,
SHUFFLEBARGER H, 1999, SERHAM, et al, 2004). Em estudo proposto por Serham, foi
avaliada a resisténcia do aco, e a presenca de uma possivel corrosdo do aco inoxidavel quando
usado isoladamente ou em contato com uma liga de titanio (Ti-6Al-4V), sendo observado que
a corrosdo torna-se mais evidente quando se usa somente materiais de a¢o inoxidavel, mas foi
demonstrado, que também ocorre uma corrosdo acentuada quando se misturam materiais
(GRIFFIN C, BUCHANAN R, LEMONS J, 1983), os seus achados corroboram com 0s
resultados deste estudo, quando se utilizou o ago inoxidavel e ligas de titdnio. De acordo com
esse autor, a maior susceptibilidade a corrosdo do aco inoxidavel é quando ocorre um dano a
parte mecanica da camada de Oxido passivo na interface entre os materiais. No presente
estudo, o dano a interface ndo péde ser mensurado e supde-se que nao houve dano algum,
pois a regido em que foi colocada a placa ndo havia fratura, nem dano anterior ao

procedimento cirurgico.
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A auséncia de ostedlise ou processo inflamatorio em superficies de Ligas de Titanio-
Titdnio ndo foi surpreendente, pois se sabe da elevada resisténcia & corrosdo de titanio. A
excelente resisténcia a esse tipo de corrosdo é imputavel ao seu estado estavel, impermeéavel,
répida formacdo da camada de 6xido de titanio na superficie. No entanto, em ambientes, como
em meio &cido ou em meio ambiente com pouco oxigénio, a camada de 6xido ndo se forma e,

portanto, o titanio se tornard mais susceptivel a corrosdo (DONACHIE M, 1989).

Portanto, a corrosdo do aco inoxidavel na interface, que poderia ser considerado um
ambiente de fenda, poderia acelerar a corrosédo do titanio. Além disso, o a¢o inox tem o dobro
do mddulo de elasticidade do modulo do titanio, podendo ocorrer um desgaste por contato
entre o titdnio e o0 aco, sendo mais provavel ocorrer esse desgaste entre 0 aco e o titanio do

que o titanio com titanio (SERHAM, 2004).

O numero de estudos de testes in vivo é significativamente menor do que estudos in
vitro. Um trabalho realizado in vivo feito através da insercdo de 12 mm de comprimento e 4
mm de didmetro de cilindros de ago inoxidavel revestido com DLC hidrogenados em 0sso
cortical e do tecido muscular de ovelhas foi feito. VVarios implantes foram avaliados apos 4
semanas, outras depois de 12 semanas, e verificou-se que os revestimentos DLC néo tiveram
efeitos adversos sobre o tecido dsseo ou muscular. Em outro estudo in vivo, cilindros
revestidos de DLC foram implantados em locais intramusculares em ratos e em regioes
atravessando as corticais em ovinos. Os espécimes foram recuperados 90 dias apos a cirurgia
e sua analise histologica mostrou que os espécimes revestidos de DLC foram bem tolerados

em ambas partes do corpo (ALLEN, MYER,HUSHTON, 2001).
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O uso de implantes de DLC no corpo humano também ha algum tempo, ja tem
sido relatado. Hastes de aco revestido com DLC foram implantados no corpo humano durante
7 meses para fixar 0 0sso fraturado e verificou-se que o revestimento impedia a corrosdo das
barras, evitando assim, a metalose (perda de metal), e a formacdo de infiltrado inflamatério,
permitindo, assim, a cura de uma fratura éssea. (ZOLYNSKI, 1996). No presente trabalho, o
grupo de animais que usaram o DLC apresentou auséncia total de infiltrado inflamatorio e de

presenca de ostedlise o que corrobora com estes estudos descritos anteriormente.

Um estudo in vivo comparou os implantes de zircénio, titanio, aluminio e zirconio
revestido com DLC ao colocar os implantes em tibias de ratos Wistar e que lhes permitiu
permanecer no local por um periodo de 30 dias. A investigacdo na interface tecido-implante,
apos esse tempo, revelou que o zircbnio e implantes de zirconio revestidos com DLC
apresentaram melhores respostas do que o os implantes de titanio, enquanto que o Aluminio

produziu um efeito local Toxico (GUGLIELMOTTI et al, 1999) .

Em estudos in vivo de stents coronarios revestidos com nanocompaositos semelhante a
diamante (DLC) apresentaram resultados semelhantes aos de estudos in vivo acima
mencionados. Os stents foram implantados em artérias coronarias de suinos e foram
investigados ap6s 6 semanas. Os resultados indicaram que os revestimentos de DLC foram
biocompativeis e resultaram na diminui¢cdo da trombogenicidade (DeSCHEERDER,et al.,

2000).

Fica notorio, a partir dos resultados apresentados, que, em curto periodo de tempo,
como o estudado neste trabalho, os implantes de DLC e os de titanio, apresentaram melhores

resultados,quando comparados ao grupo em que ocorreu uma mistura de materiais, esse maior
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dano aos materiais misturados foi evidente, claramente, a nivel histoldgico, restando saber que

repercussdo estes resultados iriam trazer a nivel macroscoépico.
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CONCLUSOES

- Os implantes de Diamond-like carbon apresentam, a nivel histologico, menor reacéo
tecidual, com diminuicdo do processo inflamatério e, consequentemente uma auséncia

substancial de lacunas de Howship.

-O grupo titanio-titanio apresentou-se com comportamento similar ao grupo DLC,

quando comparados com 30 dias, necessitando de mais estudos a longo prazo.
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