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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a reagao tecidual local, em calota craniana de
ratos, frente a implantacao de discos de poli (acido L/D-lactico) e avaliar a sua toxicidade
genética, pela indugao de micronucleos em eritrécitos policromaticos (EPC) na medula
Ossea de ratos. Foram utilizados 25 ratos Wistar, machos, com 200 e 300 gramas. 20
animais sofreram procedimento cirurgicos e tiveram os discos implantados, e 5 animais
receberam medicacao pds-operatdria da mesma maneira, servindo como grupo controle
para genotoxicidade. Com uma broca trefina 4,1mm foram realizadas duas ostectomias
circulares, uma em cada osso parietal. Na perfuracdo direita foi inserido um disco de
poli(acido L/D-lactico), e a do lado esquerdo foi preenchida por coagulo sanguineo (grupo
controle). Os animais foram mortos nos tempos apropriados (15, 30, 90 e 120 dias apo6s a
cirurgia), por inalacdo de isoflurano. Nos 20 animais operados foi retirada a calota
craniana e fixada em formalina tamponada a 10%. As amostras foram submetidas a
descalcificagdo e apdés emblocados em parafina e submetidos a cortes de 6 ym, no
sentido transversal, na por¢cao de maior diametro dos discos. As laminas obtidas foram
submetidas a técnica histoquimica de coloragdo HE. Para avaliagdo da genotoxicidade,
ambos os fémures de cada animal foram removidos e o conteudo da medula 6ssea
extraido diretamente sobre uma ladmina com uma gota de soro bovino fetal, e
homogeinizada. Com este material foi feito um esfregago. As laminas foram secas, fixadas
em metanol e coradas uma lamina de cada fémur com Giemsa e a outra com Acridine
Orange. Os resultados obtidos foram submetidos a avaliagao estatistica pela Analise de
Variancia (ANOVA). Na avaliagao histolégica, no periodo de 15 e 30 dias, em ambos os
grupos o defeito 6sseo foi bem evidenciado, ndo sendo observados neoformacéo dssea,
episédios de reabsorcdo dssea nem reacao de corpo estranho. Nos periodos de 90 e 120
dias, no grupo controle, observou-se neoformagao nas bordas do defeito. No grupo
experimental, houve neoformacado Ossea nas bordas do defeito e migrando abaixo do
local ocupado pelo disco e auséncia de infiltrado inflamatério. Quanto a avaliagdo de
genotoxicidade, nao foi detectada reducao significativa (p < 0,05) da frequéncia de EPC
em relacdo ao controle negativo nem aumento significante (p < 0,05) nos EPC com
micronucleos. Pode-se concluir que o material utilizado neste estudo € biocompativel e
bem tolerado pelos tecidos estudados, sendo considerado negativo para mutagenicidade
cromossOmica no ensaio realizado.

Descritores’: cicatrizagdo 6ssea, genotoxicidade, materiais biocompativeis

'Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS): disponivel em http://decs.bvs.br/.
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ABSTRACT

The aim of present study was to evaluate the local tissue reaction in the skull of rats using
the implantation of disks of poly (lactic L/D-acid) and evaluate its genotoxicity, throught the
induction of micronuclei in polychromatic erythrocytes (PCE) in the bone marrow of mice. It
used 25 male Wistar rats, with 200 and 300 grams. 20 animals underwent surgical
procedures and had the discs implanted, and 5 animals received postoperative medication
in the same way, serving as a control group for genotoxicity. With a 4.1 mm trephine drill,
two ostectomies circular were done, one in each parietal bone. On the right drilling a disc
of poly (lactic L/D-acid ) was inserted, and on the left one it was filled by blood clot (control
group). The animals were killed at the appropriate times (15, 30, 90 and 120 days after
surgery), by inhalation of isoflurane. In the 20 operated animals the skull was removed and
fixed in formalin 10%. The samples were subjected to decalcification and then to paraffin-
embedded and subjected to cuts of 6 microns in the transverse direction, at the portion of
larger diameter discs. The slides obtained were subjected to histochemical technique of
staining EH. To evaluate the genotoxicity, both femurs of each animal were removed and
the contents of the bone marrow extracted directly on a slide with a drop of fetal calf
serum, and mixed. It was made a smear with this material. The slides were dried, fixed in
methanol and stained one section of each femur with Giemsa and the other with Acridine
Orange. The results were subjected to statistical evaluation by analysis of variance
(ANOVA). In histological evaluation, between 15 and 30 days, the bone defect was made
clear in both groups, and it is not observed bone formation and resorption episodes or
foreign body reaction. In periods of 90 and 120 days in the control group, it was noticed a
new formation at the edges of the defect. In the experimental group, there was new bone
formation at the edges of the defect and migrating below the site occupied by the disk and
the absence of inflammatory infiltrate. Regarding to the evaluation of genotoxicity it was
not detected a significant reduction (p <0.05) in the frequency of EPC in relation to
negative control or significant increase (p <0.05) in the EPC with micronuclei. It can be
concluded that the material used in this study is biocompatible and well tolerated by the

tissues studied, and found negative for chromosomal mutagenicity when tested.

Keywords: bone healing, genotoxicity, biocompatible materials.
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1 INTRODUGAO

Em cirurgia bucomaxilofacial, a fixagdo rigida de fraturas e osteotomias é
necessaria para promover estabilizacdo e subsequente cicatrizacdo ao longo dos
segmentos 6sseos’. O titanio, sob a forma de placas e parafusos, tem sido utilizado como
primeira escolha para os casos de fraturas e corregcao de deformidades faciais. Testes
clinicos e laboratoriais tém provado a excelente biocompatibilidade deste material?, a
auséncia de efeitos citotoxicos e genotoxicos3, e a capacidade de oferecer rigidez e
formas adequadas favorecem o reparo 6sseo!, diminuindo o periodo de fixacdo maxilo-

mandibular e permitindo abertura de boca precoce no periodo pds-operatorio?.

O principal problema que persiste com este material € sua aplicabilidade em
criangas e adolescentes em fase de crescimento. Estudos demonstram que a rigidez da
fixacdo com titdnio ao longo do tempo causara modificacbes no padrdao do crescimento
osseo localmente*5. Além disso, também em adultos, ha a possibilidade de atrofia dssea
6.7 presenca e palpabilidade em regides anatémicas proeminentes™>, aumento do risco de
infecgdo secundaria’’, afrouxamento ou extrusdo da placa, sensibilidade ao frio, migragéo
da placa ou de parafusos, interferéncia com imagens radiograficas e tratamento
radioterapico, distorcdo de imagem de ressonancia magnética, reagdes alérgicas,
complicacgdes fisioldgicas ou psicolégicas, migragao intracraniana em operagdes cranio-

orbitarias’.

Em algumas das situagcbes clinicas supracitadas, a remocédo das placas e
parafusos é indicada?®. Em relagdo a incidéncia e aos fatores associados a remocao de
placas, observou-se que 84% das placas removidas o foram devido a sintomas como dor,

deiscéncia e infecgado, das quais 72% foram removidas apds 1 ano da sua insergdo®.
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Todas as desvantagens relacionadas ao uso do titdnio como material para fixagao
O0ssea conduziram a inumeros estudos e pesquisas na tentativa de desenvolver uma
alternativa para o uso do titanio, e, para tal, foram desenvolvidos os materiais
reabsorviveis, sob a forma de miniplacas e parafusos, que podem ser utilizados na

fixacao interna de fraturas e osteotomias.

Este estudo teve por objetivo avaliar, histologicamente, a reag&o tecidual local, em
calota craniana de ratos, frente a implantacdo de discos de poli (acido L/D-lactico) e
avaliar a sua toxicidade genética, pela indugdo de micronucleos em eritrécitos

policromaticos (EPC) na medula éssea de ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLIMEROS BIORREABSORVIVEIS

Em 1960 iniciaram-se as pesquisas € em seguida a produgdo dos primeiros
materiais reabsorviveis aprovados na industria médica, sob a forma de materiais para
sutura, obtidos a partir do acido lactico e acido glicdlico'. Desde entdo, muitos outros
dispositivos a partir de polimeros foram aceitos para o uso na area biomédica. Na cirurgia
bucal e maxilofacial, s6 a partir de 1970 as pesquisas focaram os materiais reabsorviveis,

como o acido poli-L-lactico (PLLA), para a fixagéo interna de fraturas’'.

Os biomateriais temporarios podem ser biodegradaveis, quando forem polimeros
ou dispositivos solidos que devido a degradagdo macromolecular sofrem dispersao in
vivo, mas sem a eliminagdo dos produtos e subprodutos pelo organismo. Serao
bioabsorviveis os materiais poliméricos e dispositivos que podem se dissolver em fluidos
corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou diminuicdo de massa
molecular. Serdo biorreabsorviveis os materiais poliméricos ou dispositivos sélidos que
mostram degradagao através da diminuigdo de tamanho e que s&o reabsorvidos in vivo,
por exemplo, materiais que sao eliminados por rotas metabdlicas do organismo. A
biorreabsorgéo é um conceito que reflete a eliminagao total do material e dos subprodutos
de degradacéo (compostos de baixo peso molecular) sem efeitos colaterais residuais. Os
materiais poliméricos biorreabsorviveis sdo os compostos utilizados preferencialmente em

dispositivos temporarios’2.
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Os polimeros compdéem uma classe ampla de biomateriais, e na area biomédica
existem varias pesquisas sendo desenvolvidas para o uso de materiais poliméricos. Esses
materiais devem ser biocompativeis e possuir propriedades mecanicas adequadas para
que se possa implantar no corpo humano. Atualmente existe um grupo promissor de
polimeros biocompativeis que vem sendo utilizado em sistemas biolégicos, baseado em
poliésteres derivados do poli(a-hidréxi acidos). Os principais polimeros desse grupo séo o
poli(L-acido lactico) (PLLA), o poli(D-acido lactico) (PDLA), o poli(DL-acido lactido)
(PDLLA), o poli(acido glicolico)(PGA), a policaprolactona (PCL) e a poli(p-dioxanona)
(PDO)'213, Inicialmente, os polimeros possuem um peso molecular estavel. Porém, em
seu processo de degradagao, o polimero é quebrado em unidades menores por hidrélise
simples e ha a diminuicdo do seu peso molecular. Os produtos de sua decomposi¢cao
podem ser eliminados do corpo por vias metabdlicas, como a via do ciclo do acido citrico,

ou diretamente por excregao renal’2.

2.2 POLIMEROS MAIS UTILIZADOS

O poli(acido lactico) (PLA) foi um dos primeiros polimeros pesquisados.
Atualmente, ele & de grande interesse tecnoldgico devido as suas aplicagbes no campo
ambiental, como plastico biodegradavel, e, na area biomédica, como material
biocompativel'3. Ele pode ser utilizado de forma pura, ou mesmo em associagdes. Outro
polimero muito usado, sendo o primeiro a ser fabricado sob a forma de miniplacas e
parafusos, € o poli (acido L-lactico) (PLLA). Este polimero biorreabsorvivel é resistente as
forgcas mecanicas mastigatorias e tem um tempo de degradagao consideravelmente longo,

de 2 a 6 anos. Quanto a biocompatibilidade, ndo ha diferenca estatisticamente significante
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entre parafusos de PLLA e parafusos metalicos, ndo sendo observados sinal inflamatério
ou reacao de corpo estranho durante o acompanhamento de 36 a 51 meses, em
coelhos'. Quando avaliado clinica e radiograficamente, este sistema foi capaz de
promover relativa estabilidade no tratamento de pacientes que necessitaram de fixacdo de

fraturas do processo condilar da mandibula’.

Os implantes de PLLA apresentam capacidade mecanica de resistir a esforgos
musculares, mantendo a reducédo e fixagao dos segmentos 6sseos, permitindo assim a
cicatrizagdo normal do osso. Contudo o tempo de degradagédo dos implantes de PLLA,
que inicialmente era estimado de 12-18 meses, tem se mostrado muito maior'®. Bergsma
et al. estudaram a causa de edema presente em alguns pacientes apos 3,3 a 5,7 anos de
implantagdo do PLLA para a fixagao de fraturas instaveis de zigoma. O material excisado
demonstrou remanescentes de material PLLA parcialmente degradado, circunscrito por
capsula fibrosa e areas de material de corpo estranho. Na investigagao ultraestrutural, os
autores observaram cristais de PLLA internalizado por varias células, e concluiram que o
PLLA se degrada vagarosamente em particulas com alta cristalinidade, e que a taxa de
degradacéo intra e extracelular destas particulas € muito baixa, pois apos 5,7 anos de

implantacao, estas particulas ainda estavam incompletamente reabsorvidas®.

Em humanos, ha o relato de reagdes adversas ao PLLA, o que sugere que este
polimero possui uma segunda fase de degradacéo, mais lenta e que esta relacionada as
complicacdes clinicas. Esta fase esta relacionada a cristalinidade do material e depende
do peso molecular inicial e niveis de mondmeros residuais do material, o que varia de
acordo com cada fabricante'®. Bergsma et al. relataram que as particulas ndo degradadas
de PLLA podem induzir e manter um edema clinicamente detectavel, sugerindo que estas

particulas podem ja ndo ser consideradas como completamente biocompativeis ©.
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Na tentativa de aprimorar as propriedades dos polimeros, algumas associagdes
entre polimeros diferentes sao realizadas. Uma associacdo de polimeros bem conhecida
e comercialmente disponivel é o Sistema LactoSorb® (Walter Lorenz Surgical,
Jacksonville, FL, USA), que é constituido de 82% de acido poli-L-lactico (PLLA) e 18% de
acido poli-glicélico (PGA). Esta combinacao de polimeros possui baixa cristalinidade, facil
degradagédo e metabolismo pelo corpo. Este sistema é capaz de manter a rigidez por 2

meses e tem reabsorgao total em 9 a 12 meses, a maior parte através de hidrélise’.

Testes mecéanicos em mandibulas de ovelhas comprovaram que nao havia
diferenga significante na estabilidade das osteotomias sagitais de ramo mandibular
fixadas com parafusos bicorticais de titanio ou com parafusos bicorticais do LactoSorb®>.
Estudos em coelhos demonstraram que este material, quando comparado ao titanio,
proporcionava estabilidade suficiente para permitir o reparo ésseo mandibular, e que o
processo de reabsor¢ao do material ndo causava reagao inflamatéria aguda ou crénica ou

reacdo de corpo estranho durante o periodo estudado’.

Em um estudo clinico multicéntrico com 1883 pacientes utilizando-se o LactoSorb®
para fixagdo 6ssea em cirurgia craniofacial de criangcas e adolescentes, Eppley et al.
encontraram apenas 0,4 % de infeccao pds-operatdria (8 pacientes), 0,3 % (5 pacientes)
tiveram falha do dispositivo reabsorvivel com deslocamento 6sseo no pds-operatorio
imediato, porém a maioria dos casos com histéria de trauma associado; e 0,7 % (12
pacientes) apresentaram reagcado de corpo estranho tardia. Os autores concluem que a
fixacdo com placas e parafusos reabsorviveis em reconstrucdes cranianas em pacientes
pediatricos € tdo segura e efetiva como os aparatos metalicos, e que a maior vantagem é

a eliminagdo da necessidade por um segundo procedimento'’.
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Edwards et al. avaliaram o uso do sistema LactoSorb® em 20 casos de cirurgia
ortognatica. Os autores nao fizeram uso de splint pés-operatério, e observaram, apds 12 a
25 meses, que nao houve nenhuma complicacdo poés-operatéria nem instabilidade
oclusal. Os autores concluiram que este material pode ser usado como alternativa ao
titdnio pois possui excelente estabilidade 6ssea e oclusal, e mais importante, devido a
caracteristica menos rigida do material quando comparado ao titanio, ele permitiria um
pequeno grau de flexdo do material e micromovimentagdo éssea, o que permitiria
pequenos e precoces ajustes e refinamentos oclusais e sugere uma melhor acomodagao

da articulagdo témporo-mandibular®.

Em 2003, num estudo com elementos finitos, Cox et al. concluiram que o sistema
reabsorvivel testado possui adequada for¢a e rigidez para a aplicagdo com sucesso na

fixagdo interna rigida de fraturas do angulo mandibular?@,

Suziki et al. avaliaram clinica e radiograficamente a capacidade do sistema
reabsorvivel a base de PLLA em fixar fraturas do processo condilar da mandibula, e
observaram que todas as fraturas tiveram boa redugédo anatédmica e estabilidade a longo

prazo, sem evidéncias de reabsorcao do processo condilar’.

Ja Lauglhin et al. avaliaram a performance do sistema reabsorvivel em permitir o
reparo de fraturas de mandibula e restabelecimento da fungdo, comparando a fixagao
metalica, e concluiram que os dois sistemas permitiram adequada unido 6ssea dos

segmentos fraturados'®.

Peltoniemi et al. avaliaram a biocompatibilidade e degradagdo de parafusos de
PLLA e PGA comparados com parafusos de titdnio em osteotomias no osso frontal em

ovelhas, em contato com a duramater. Os autores nao observaram reacdo de corpo
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estranho, porém observaram que a degradacdo dos parafusos compostos de PGA foi

consideravelmente mais rapida do que os parafusos compostos de PLLA 20,

As vantagens da utilizagdo de compostos biorreabsorviveis sao inumeras em
relagdo a outros procedimentos cirurgicos mais tradicionais. Dispositivos de fixagao
interna, utilizados em cirurgias ortopédicas, perdem sua fungdo de manter os tecidos
unidos quando a recomposig¢ao estrutural 6ssea se conclui. Implantes biorreabsorviveis
para fixagdo interna apresentam a vantagem de eliminar uma segunda intervengao
cirurgica para a sua remocgdo. A utilizagdo de polimeros biorreabsorviveis ainda se
encontra em estudo porém seu emprego € bastante promissor. Novos compostos sao
desenvolvidos e avaliados a cada ano e suas perspectivas de utilizagdo sao

imensas1.21.22,23

A grande dificuldade do emprego de fixagdo interna rigida com materiais
reabsorviveis € o custo, ja que todos os materiais disponiveis no mercado nacional sdo

importados.

A crescente aplicabilidade destes materiais biologicamente degradaveis, como
material para fixagcado de fraturas craniomaxilofaciais em criangas e adultos, vem abrindo
caminho para as cirurgias de deformidades faciais, que também irdo se beneficiar do

desenvolvimento destes materiais.
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2.3 TESTES DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

O padrao internacional (ISO 10993) coloca exigéncias especificas para a
biocompatibilidade, inclusive padrdes para testes baseados na natureza de contato e na
duragao da implantagcdo do biomaterial. Tais padrées estipulam que todos os materiais
que entrarem em contato por mais de trinta dias com a mucosa, 0sso, ou tecido dental,
como também todos os dispositivos de implante cujo contato exceder 24 horas, tém de

sofrer prova de genotoxicidade?*.

A genotoxicidade é uma especialidade relativamente recente, também denominada
de genética toxicoldgica. Visa ao estudo dos processos que alteram a base genética da
vida, quer seja em sua estrutura fisico-quimica, o DNA (acido desoxirribonucléico),
processo classificado como mutagénese; quer seja na alteracdo do determinismo
genético a niveis celulares ou organicos, identificados respectivamente como
carcinogénese e teratogénese. Estas trés especialidades sdo agrupadas em uma area de
estudo, pois um mesmo produto pode desencadear os trés defeitos, a mutagénese, a

carcinogénese e a teratogénese?®.

Inumeras técnicas que detectam danos no DNA tém sido utilizadas para identificar
substancias com atividade genotéxica. O teste de micronucleos em eritrocitos

policromatdfilos (EPC) € um teste padrdo de mutagenicidade cromossémica.

Quanto as fases de divisdo celular, o ciclo celular pode ser dividido em GO, G1,
fase S, G2 e mitose. O periodo GO ocorre entre duas divisdes celulares, quando a célula
nao se divide, como ocorre com a maioria dos linfocitos e eritrécitos presentes no sangue

periférico?6.
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Figura 1. Fases do ciclo celular (Zago et al. 25).

A célula depende de estimulos externos para sair da fase GO e dar continuidade ao
ciclo celular. A fase de mitose é a mais importante, esta dividida em préfase, prometafase,
metafase, anafase e teléfase. Na metafase, os cromossomos estdo localizados na placa
equatorial da célula no seu estado mais condensado. Nesta fase, sao estudadas as
aberragcdes cromossOmicas instaveis, bem como € possivel estudar o cariétipo na
investigacdo de doengas hematoldgicas. Na anafase, as cromatides irmas sdo separadas,
e cada uma migra para as extremidades opostas das células que dardo origem as células
filhas. Na teléfase, ocorre a reconstituicio da membrana nuclear e a divisao do citoplasma
(citocinese), que da origem as duas células filhas. Os micronucleos, que resultam das
aberracdes cromossdmicas instaveis ou de perdas de cromossomos inteiros, podem ser

visualizados nesta etapa?’.
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Os micronucleos sao pequenos corpusculos compostos por material

cromossOmico. Apds a separagao das cromatides no processo mitético dois nucleos sao

reconstituidos, um em cada polo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes dois

conjuntos cromossbmicos. Mas se um cromossomo inteiro ou um fragmento

cromossOmico acéntrico nao se integra ao novo nucleo (por ndo estar unido ao fuso), este

também pode constituir um pequeno nucleo individual, chamado microntcleo?s.

Os micronucleos sao estruturalmente pequenos nucleos representando o material

genético que foi perdido pelo nucleo principal, como consequéncia de um dano genético

que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, capazes de interferir

no processo de ligagao do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a perda

do material genético (cromossomos inteiros ou fragmentados). O teste de micronucleos,

portanto, detecta mutagénese cromossdémica em eucariotos do tipo clastogénese,

aneugénese e danos no fuso mitotico?8.
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A presenca de micronucleo pode ser tomada como indicagao da existéncia prévia
de aberragdo cromossOmica. O micronucleo aparece pela primeira vez no final da
primeira divisdo mitética, apds clastogénese ou aneugénese, porém micronucleos
adicionais podem se formar nas divisdes seguintes?. Processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos que interfiram no professo de ligagcdo do cromossomo as microfibrilas do fuso
(aneugénicos), e aqueles que quebram cromossomos (clastogénicos), podem induzir a
perda de material genético, levando a genotoxicidade ou mutagenicidade. A analise de
micronucleos € usada como avaliagido indireta de aberragbes cromossémicas, apresenta
alta correlacdo com a analise de aberragdes cromossdmicas, € uma vez que o eritrocito
policromatico (EPC) tem um ciclo preciso e uma idade limitada, o micronucleo presente

em EPC é sempre resultado de um evento recente?°.

Com relacao a avaliagao de genotoxicidade para os polimeros biorreabosrviveis de
fixacdo 6ssea, apenas encontram-se trabalhos na literatura mostrando a auséncia de
efeitos citotoxicos do PLLA em nivel de cultura celulard', porém ainda ndo ha dados sobre

a avaliagao de micronucleos relacionados ao uso de polimeros a base de PLLA.
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3 PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo avalia, histologicamente, a reagéo tecidual local, em calota craniana de
ratos, frente a implantagdo de discos de poli (acido L/D-lactico) e avalia sua toxicidade
genética pela indugdo de micronucleos em eritrocitos policromaticos (EPC) na medula

ossea de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o infiltrado inflamatdrio relacionado aos discos de poli (acido L/D-lactico),
em calota craniana de ratos, nos periodos de 15, 30, 90 e 120 dias de implantacgao,

principalmente quanto ao contato direto com a duramater;

- Avaliar se ha reacao inflamatéria do tipo corpo estranho a implantagdo deste

biomaterial;

- Avaliar, a partir de 30 dias de implantagdo, a neoformagdo 6ssea nos defeitos

induzidos na calota craniana;
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- Avaliar se em 90 ou 120 dias havera algum grau de reabsorgéo (degradagéo) do

material testado;

- Investigar a toxicidade genética do poli (acido L/D-lactico) pela indugcdo de

micronucleos em eritrocitos policromaticos (EPC) na medula 6ssea de ratos.
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4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida a avaliagao e a aprovacao pela Comissao Cientifica e
de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul (CCE-FO- PUCRS) e protocolado sob o numero 072/08 (Anexo 1) bem como pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul (CEUA-PUCRS) sob o registro 08/00066, oficio 020/09 (Anexo 2). Nesta pesquisa
foram adotados os Principios Eticos em Experimentagdo Animal, preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (Anexo 3), instituicdo filiada ao
International Council for Laboratory Animal Science e a Lei Arouca (Anexo 4). Foram
utilizados instrumentais e materiais cirdrgicos dentro das normas de biosseguranga,
padronizados para todos os grupos, esterilizados por autoclave a 135°C, equipamentos
de protegao individual, além de sedativos, anestésicos e analgésicos para uso veterinario,

e 0s materiais em teste.

4.2 CARACTERIZACAO

Esta pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pdés-graduagao em Odontologia,

area de concentragdo Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, da Faculdade de
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Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), como

parte integrante da linha de pesquisa Diagndstico e Terapéutica Aplicada.

4.3 PROBLEMAS

a) Qual é o efeito causado pela implantagéo de discos de poli (acido L/D-lactico)
em defeitos 6sseos criados na calota craniana de ratos, quando avaliada a reagao

tecidual local?

b) A implantacdo de discos de poli (acido L/D-lactico) podera induzir

mutagenicidade?

4.4 HIPOTESES

a) os discos de poli (acido L/D-lactico) implantados em calotas cranianas de ratos
nao desencadeiam reacgao inflamatéria ou reacdo de corpo estranho quando avaliado

histologicamante.

b) os discos de poli (acido L/D-lactico) ndo desencadeiam mutagenicidade.
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4.5 CONFIGURAQAO DA AMOSTRA

Para composigdo da amostra desta pesquisa foram utilizados vinte e cinco (25)
ratos albinos, da espécie Rattus novergicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da
linhagem Wistar, machos, com peso variando entre 200 e 300 gramas (g), clinicamente

sadios e idade média de vida de 8 semanas.

Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
e mantidos durante todo o periodo experimental no Vivario da Faculdade de Farmacia da

PUCRS (Sala 108, Bloco E, Prédio 12).

4.6 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Para a avaliagao da reacgao tecidual, 20 animais foram divididos aleatoriamente em
4 grupos de 5 animais cada, de acordo com o periodo de eutanasia (15, 30, 90 e 120
dias). Cada animal fez parte do grupo experimental e do grupo controle ao mesmo tempo

(Tabela 1).

Tabela 1. Organizagao dos grupos para avaliagao histoldgica. Dados da pesquisa (2009).

Grupo Experimental e Grupo Controle

15 dias 30 dias 90 dias 120 dias

5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
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Para a analise de genotoxicidade, dos 20 animais ja operados, foram avaliados os
grupos 90 e 120 dias de implantagdo, além dos 5 animais do grupo controle negativo

(Tabela 2).

Tabela 2. Organizagao dos grupos para avaliagao de genotoxicidade. Dados da pesquisa

(2009).
15 dias 30 dias 90 dias 120 dias
Grupo Controle - - - 5 animais
Grupo Experimental - - 5 animais 5 animais

Os periodos de tempo de observagao escolhidos foram 15, 30, 90 e 120 dias.
Como o metabolismo do rato € muito rapido, o objetivo desta pesquisa era avaliar os

resultados em periodos iniciais (15 e 30 dias) e tardios (90 e 120 dias).

Durante todo o periodo em que a pesquisa aconteceu, os animais ficaram alojados
sob condi¢des satisfatorias, em estante ventilada fechada (Estante ALE 9902.001 2
portas, Marca Alesco), com controle de temperatura e umidade, luz fria, entrada e saida
de ar filtrado. Receberam alimentag&o do tipo solida adequada aos mesmos e agua ad
libitum durante todo o experimento. Os mesmos foram mantidos em gaiolas tipo caixa
plastica padronizadas, etiquetadas e identificadas com o numero do grupo a que
pertencem, data de nascimento, peso, data da cirurgia, data do obito, nhome do

pesquisador e orientador responsavel pelo experimento.
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Os procedimentos de manipulagdo e alimentagcdo foram realizados diariamente,
durante todo o periodo do experimento, seguindo a dieta padrédo do Vivario, trocando-se a
serragem e lavando-se as gaiolas com agua corrente e sabao a cada 48 horas, de acordo

com a rotina do Vivario.

4.7 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para que os animais pudessem ser incluidos nesta pesquisa deveriam:

- ser da raga proposta;

- estar em bom estado nutricional;

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

Os critérios para a exclusdo dos animais incluiram a presengca de complicagoes
(infecgbes, necrose, deiscéncia de sutura, debilitagdo do estado geral) trazendo
problemas e desconforto ao animal durante o periodo do experimento e no momento da

morte dos mesmos.
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4.8 CARACTERISTICAS DO MATERIAL UTILIZADO

Foram utilizados nesta pesquisa 20 discos de poli(acido L/D-lactico) (95/5%),
fabricados e fornecidos pela empresa NeoOrtho (NeoOrtho®, Curitiba, Parana, Brasil). Os
discos possuem 4 milimetros de didmetro e 2 milimetros de espessura. O material ainda

nao possui um nome comercial (Figura 3).

Figura 3. Discos de poli(acido L/D-lactico) (95/5%). NeoOrtho®, Curitiba, Parana,
Brasil
Fonte: Dados da pesquisa (2009).
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4.9 PROCEDIMENTO CIRURGICO PARAAVALIACAO TECIDUAL

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Aplicada (sala 148), da Faculdade de Farmacia da PUCRS, sob a supervisdo da Profa.
Dra. Maria Martha Campos e da Profa. Dra. Fernanda Bueno Morrone. Os procedimentos
cirargicos foram realizados em ambiente separado do ambiente de criagdo (Sala 108,
Bloco E, Prédio 12). Assim sendo, os animais ndo foram expostos a tens&o de ruidos,

odores ou até mesmo visdo dos procedimentos realizados.

Apoés a pesagem, os 25 animais foram submetidos a anestesia geral com Cloridrato
de Ketamina (Dopalen®) 50mg/Kg (0,5ml/100g) e Cloridrato de Xilazina (Anasedan®)
5mg/Kg (0,025ml/100g) intraperitoneal, de acordo com as orienta¢des do fabricante. Com
a inducdo anestésica, esperou-se a perda de consciéncia, auséncia de movimento,
desaparecimento dos reflexos palpebrais, ritmo respiratério constante e principalmente a

analgesia.

Nesta etapa, somente 20 animais sofreram procedimentos cirurgicos. Os outros 5
animais receberam medicacdo pods-operatéria da mesma maneira que os animais que
foram operados. Com isto, esperou-se que os 5 animais que fizeram parte do grupo
controle para avaliagdo da genotoxicidade recebessem as mesmas medicagdes pré e

pos-operatorias que 0s animais que receberam o material em teste.

Uma vez atingido o estado anestésico, cada animal foi colocado sobre uma
prancha cirurgica, em decubito ventral e imobilizado. Realizou-se a epilacdo na regido
fronto-pariental. A tricotomia foi realizada com o uso de um depilador apropriado para

ratos. A antissepsia da regido epilada foi realizada com PVP-| aquoso (Figura 4).
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Figura 4. (A) Tricotomia e (B) Antissepsia
Fonte: Dados da pesquisa (2009).

A técnica operatoria, apos a tricotomia, seguiu a mesma padronizagao para todos
os animais, independente do grupo a que pertenciam e foi realizada por um unico
pesquisador, calibrado antecipadamente, com o intuito de proporcionar fidelidade nos
procedimentos cirurgicos realizados. Esta metodologia foi semelhante a outros trabalhos
ja realizados anteriormente na Faculdade de Odontologia — PUCRS (Dissertagdo de

Frederico Saueressig — CEP 0025/04).

O acesso a calota craniana foi realizado por meio de uma incisdo bicoronal, com
2,5 centimetros de extenséo, realizada na pele e tecido subcutaneo, no centro da regido
fronto-pariental, com o uso de lamina de bisturi numero 15, montada em cabo de bisturi

numero 3 (Figura 5).
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A pele e o tecido subcutaneo foram divulsionados com as pontas rombas de uma
tesoura tipo Metzembaum, até que o periosteo estivesse exposto. Em seguida, o
periosteo também foi incisado com a lamina de bisturi numero 15, montada em cabo de

bisturi nUumero 3.

Figura 5. (A) Incisdo bicoronal e (B) defeito 6sseo sendo criado na calota craniana
do rato com broca do tipo trefina
Fonte: Dados da pesquisa (2009).

Apds o descolamento do peridsteo, foram realizadas duas ostectomias circulares,
com broca do tipo trefina, de 4,1 milimetros de diametro, adaptada em peca de mao,
montada em motor elétrico da Marca NSK com velocidade de 1200 rpm e irrigagao
constante com solucao estéril de cloreto de sodio a 0,9% (Figura 5). As perfuragdes da
calota craniana foram realizadas uma em cada osso parietal, separadas pela sutura
mediana parietal, na metade mais inferior destes ossos (Figura 6). Na perfuragao do lado

direito foi inserido um disco de poli(acido L/D-lactico), de tal maneira que fique em contato
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com a duramater, inferiormente, e com o peridsteo, superiormente. A perfuracdo do lado
esquerdo foi preenchida por coagulo sanguineo do animal, servindo desta forma como

grupo controle (Figura 7).

Figura 6. (A) Ostectomia realizada e (B) defeito 6sseo criado na calota craniana do
rato
Fonte: Dados da pesquisa (2009).

Figura 7. (A) Defeito 6sseo preenchido com discos de poli(acido L/D-lactico)
Fonte: Dados da pesquisa (2009).
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A sutura dos planos anatémicos foi realizada com pontos interrompidos simples.
Utilizou-se fio de nylon preto (5-0), de 45 centimetros de comprimento, montado em

agulha atraumatica semicircular de 1,5 centimetros de comprimento (Figura 8).

Figura 8. Sutura
Fonte: Dados da pesquisa (2009).

Durante o pds-operatério imediato, nas primeiras 24 horas, administrou-se,
intramuscular, o analgésico Tylenol® 200mg/mL, na dose de 80mg/Kg de peso corporal,
de 12 em 12 horas. Apds, foi diluido na agua, o analgésico Tylenol® 200mg/mL, na dose
de 50mg/Kg de peso corporal, de 8 em 8 horas, durante os 2 dias seguintes de pos-
operatorio. Todos os animais foram acompanhados pela equipe da pesquisa durante o

pré, trans e pos-operatorio.
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Ao final do procedimento os animais foram recolocados nas suas respectivas
gaiolas do mesmo modo que no periodo pré-operatério. Foram examinados
semanalmente, anotando-se as condi¢cdes das feridas e suas complicagdes nas fichas

individuais.

4.10 PREPARO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A eutanasia dos animais foi realizada nos intervalos de tempo apropriados (15, 30,
90 e 120 dias apos a cirurgia), por inalagao continua de isoflurano, até parada cardio-
respiratoria, evitando-se sofrimento e proporcionando uma manipulagao mais correta, sob

o ponto de vista bioético.

Apos a constatacdo do obito pela auséncia dos sinais vitais, nos 20 animais
operados para implantagdo dos discos de poli (acido L/D-lactico) realizou-se o acesso a
calota craniana através de uma incisao transversal linear na regido cervical, na base do
occipital, seguida pela dissecgdo da pele e tecido subcutédneo e retirada da calota
craniana (peridésteo e osso parietal) com o auxilio de brocas cilindricas numero 701
adaptadas em peca de mao, montadas em motor de baixa rotagdo, e sob irrigagao

constante com solucao de cloreto de sédio 0,9%.

As amostras foram colocadas em vidros previamente preparados e identificados
com etiquetas, contendo solucdo de formalina tamponada a 10%, e mantidas por um
periodo minimo de 48 horas, tempo necessario para a fixagdo, até o momento do seu

processamento (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo das amostras a serem obtidas, em cada grupo. Dados da pesquisa

(2009).

Amostras Regiao defeito

por trefina
Grupo 15 dias gzgg Eésr)]frr(i)rlr;entm g 2232322
Grupo 30 dias g;zgg gérr)]ttarr(i)rlréentm g :28::2
Grupo 90 dias g;zgg Eﬁr:\cterrci)rlr;entm g 223222
Grupo 120 dias gxgg CE))éF:lfr:i)T;ental g 228:;::

Cada recipiente foi identificado com a regido, sitio ou érgéo, o numero cdédigo do
animal e o grupo a que pertencem. Os restos mortais foram destinados ao lixo sanitario

da PUCRS.

4.11 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA A AVALIACAO DA REACAO

TECIDUAL POR MICROSCOPIA OPTICA

O processamento histologico das amostras foi realizado no Laboratério de
Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS, seguindo a rotina laboratorial
padronizada. Para a avaliacdo através de Microscopia Optica, as amostras passaram por
um periodo de fixagdo (de no minimo 24 horas e no maximo 72 horas) em formalina

tamponada 10% (pH 7,0). As amostras contendo tecido 6sseo foram submetidas a
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descalcificagdo por solugao de acido nitrico aquoso a 5%, trocada diariamente, por 2 a 4
dias, e apds procedeu-se ao corte da peca na regidao central do defeito/disco em duas
porcoes. Apos as amostras foram submetidas ao processo de desidratacao, diafanizagao
e inclusao em parafina. Os espécimes foram entdo emblocados em parafina e submetidos

a cortes de 6 um em Micrétomo (Leica 2645), no sentido transversal ou longitudinal da

calota, na porgao de maior didmetro dos discos de poli(acido L/D-lactico). Em seguida,
todas as laminas obtidas foram submetidas a técnica histoquimica de coloragao
hematoxilina-eosina (H&E), e apds o término do processamento estavam prontas para

avaliagdo ao Microscépio Optico.

As laminas foram codificadas de modo que o observador nao tivesse conhecimento

do grupo a que pertenciam.

4.12 CRITERIOS DE AVALIACAO E ESTUDO MICROSCOPICO

Para a avaliagdo da reacao tecidual aos discos de poli(acido L/D-lactico), foi

realizada analise descritiva dos seguintes elementoss3?:

- tecido de granulagao

- polimorfonucleares neutrdéfilos

- polimorfonucleares eosinofilos

- infiltrado linfo-plasmocitario

- macréfagos
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- fibroplasia

- neoformacao 6ssea

Cada elemento foi descrito da seguinte forma: (1) auséncia (nenhuma ou até 2
células no campo), (2) presenga em quantidade discreta e relacionada ao material teste
(presenca de células em até 20% do campo) e (3) presenga em quantidade moderada a
intensa e relacionada ao material teste (células em mais de 20% do campo). As laminas

foram avaliadas nos aumentos de 40 vezes, 100 e 200 vezes.

4.13 PROCESSAMENTO PARA AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE

O processamento das amostras para avaliacdo da genotoxicidade foi realizado pelo
Instituto de Educacéo para Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao Tecnoldgica - ROYAL,
Unidade Genotox - Royal (Anexo 5). Apds a constatagao do ébito dos animais, ambos os
fémures de cada animal foram removidos e o conteudo da medula 6ssea extraido
diretamente sobre uma lamina com uma gota de soro bovino fetal, e homogeinizada. Com
este material foi feito um esfregaco, obtendo-se duas Iaminas de cada fémur. As laminas
foram secas, fixadas em metanol e coradas uma lamina de cada fémur com Giemsa e a
outra com Acridine Orange. Apds a coloragdo, as laminas foram enxaguadas em agua

destilada, secas e analisadas.

Uma série de campos ao acaso foram observados com objetiva de imersao. Foi
determinada, em microscépio 6ptico, a relagdo EPC em 1000 eritrocitos (500 por Iamina)

nas laminas coradas com Giemsa. As laminas coradas com Acridine Orange foram
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analisadas em microscoépio de fluorescéncia, sendo avaliados 2.000 EPC de cada animal,
sendo 1.000 EPC de cada lamina, registrando-se a frequéncia de micronucleos por lamina

e por animal. Todas as |laminas do ensaio foram analisadas pelo mesmo técnico.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo dos testes estatisticos, utilizou-se o software SPSS 11.0 for

Windows.

Os resultados obtidos foram tabulados e analisados utilizando o teste de
heterogeneidade pelo X2 33. O grupo de controle negativo foi considerado como padréo
normal, e todos os outros comparados com ele, separadamente e combinados. Estes
foram analisados pelo teste Dunnet’s Multipli Comparison Test e o nivel de significancia
minimo foi de 5%. No caso de ocorrer heterogeneidade dentro dos grupos, o teste
utilizado seria o teste de Kruskal-Wallis 34. Foi considerada a mutagenicidade quando as
l&minas do grupo com poli(acido L/D-lactico) apresentaram o dobro da frequéncia de EPC
com micronucleos que as laminas do controle negativo em, pelo menos, um grupo teste
ou quando o aumento de mutag¢des nas laminas do grupo com poli (acido L/D-lactico) foi

estatisticamente significante, pelo menos com a significancia de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Durante todo o periodo de observacao desta pesquisa, os animais permaneceram
saudaveis, com cicatrizagdo normal e sem evidéncias de infeccdo da regido operada ou

deiscéncia de sutura.

5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DA AVALIACAO HISTOLOGICA

5.1.1. Periodo de avaliagao 15 dias

Grupo controle: o defeito 6sseo apresentou-se nitido e bem evidenciado. Nao
houve neoformagédo 6ssea em nenhuma regido do defeito. Observou-se na area central
do defeito, area de contato com a duramater, a formagcéo de uma grande quantidade de
tecido conjuntivo desorganizado, infiltrado inflamatério crénico discreto, alguns vasos
sanguineos neoformados e muitas hemacias (hemorragia) dentro do tecido de
granulacdo. Nos campos estudados, ndo foram observados episddios de necrose ossea,
somente processo de remodelamento 6sseo por reabsorgao nas bordas do defeito devido

a ostectomia (Figura 9).
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Figura 9. Defeito controle aos 15 dias de observagdo. Observagdo do coagulo
preenchendo o defeito. Coloragéo HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Grupo experimental: o defeito 6sseo, ou seja, local ocupado pelo disco de poli
(acido L/D-lactico) apareceu nitido e bem evidenciado. Nao se observou neoformagao
O0ssea nas bordas do defeito. Notou-se que abaixo do disco de poli (acido L/D-lactico)
formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo em contato com a duramater, ainda
desorganizado, com fibras coldgenas mais frouxas, infiltrado inflamatério crénico discreto
e poucas hemacias (hemorragia) no tecido conjuntivo. Nos campos estudados, nao foram

observados episddios de necrose, nem reagao de corpo estranho (Figura 10).

Figura 10. Defeito experimental aos 15 dias de observagao. Observagao do espago
ocupado pelo disco de poli(acido L/D-lactico). Coloragao HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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5.1.2. Periodo de avaliagao 30 dias

Grupo controle: o defeito dsseo apresentou-se nitido e bem evidenciado. Nao ha
neoformagdo 6ssea em nenhuma regido do defeito. Observou-se na area central do
defeito, area em contato com a duramater, a formagdo de uma menor quantidade de
tecido conjuntivo mais organizado, com fibras colagenas em arranjo paralelo, auséncia de
infiltrado inflamatorio, vasos sanguineos neoformados e hemacias acima do tecido
conjuntivo. Nos campos estudados, ndo foram observados episodios de reabsor¢ao 6ssea

nem reacao de corpo estranho (Figura 11).

Figura 11. Defeito controle aos 30 dias de observacdo. Observagao do tecido
conjuntivo fibroso preenchendo o defeito. Coloragdo HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Grupo experimental: o defeito 6sseo, ou seja, local ocupado pelo disco de poli

(acido L/D-lactico) apareceu nitido e bem evidenciado. Observou-se a neoformagéo 6ssea
nas bordas do defeito, migrando abaixo do local ocupado pelo disco de poli (acido L/D-
lactico) seguindo a delimitagdo dada pela duramater. Notou-se que abaixo do disco

formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo, ainda desorganizado, com fibras
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colagenas mais frouxas, infiltrado inflamatorio crénico discreto e poucas hemacias

(hemorragia) no tecido conjuntivo (Figura 12).

i e . =

Figura 12. Defeito experimental aos 30 dias de observagao. Observacédo do espago
ocupado pelo disco de poli(acido L/D-lactico). Coloragao HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

5.1.3. Periodo de avaliagao 90 dias

Grupo controle: o defeito ésseo apresentou-se nitido e bem evidenciado. Neste

periodos as laminas avaliadas ja mostravam neoformagéo éssea nas bordas do defeito. O
tecido 6sseo neoformado apresentou-se bem celularizado. Observou-se na area central,
em contato com a duramater, a presenga de tecido conjuntivo organizado, com fibras
colagenas distribuidas de forma paralela e organizada, auséncia de infiltrado inflamatorio

e vascularizagéo normal (Figura 13).
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Figura 13. Defeito controle aos 90 dias de observagdo. Observagao do tecido
conjuntivo fibroso preenchendo o defeito e da diminuicdo do didmetro do defeito.
Coloracao HE (40X).

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Grupo experimental: o defeito 6sseo, ou seja, local ocupado pelo disco de poli

(acido L/D-lactico) apareceu nitido e bem evidenciado. Houve neoformacdo dssea nas
bordas do defeito e migrando abaixo do local ocupado pelo disco de poli (acido L/D-
lactico) em contato com a duramater. O tecido ésseo neoformado apresentou-se bem
celular. Notou-se que abaixo do disco formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo
organizado e com fibras colagenas mais frouxas, auséncia de infiltrado inflamatério e

hemacias (Figura 14).

Figura 14. Defeito experimental aos 90 dias de observagao. Observacado do espago
ocupado pelo disco de poli(acido L/D-lactico) e da neoformagdo 6ssea abaixo do
disco. Coloracao HE (40X).

Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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5.1.4. Periodo de avaliagao 120 dias

Grupo controle: o defeito 6sseo apresentou-se nitido e bem evidenciado. Neste
periodos as laminas avaliadas ja mostravam neoformacéo éssea nas bordas ésseas, com
reducao visivel do didmetro do defeito. O tecido dsseo neoformado apresentou-se bem
celularizado. Observou-se na area central do defeito a presenga de tecido conjuntivo
organizado, com fibras colagenas distribuidas de forma paralela e organizada, auséncia

de infiltrado inflamatério e vascularizagao normal (Figura 15).

Figura 15. Defeito controle aos 120 dias de observacédo. Observacdao do tecido
conjuntivo fibroso preenchendo o defeito e da diminuigdo do diametro do defeito pela
neoformacéo 6ssea nas margens do defeito. Coloragdo HE (40X).

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Grupo experimental: o defeito dsseo, ou seja, local ocupado pelo disco de poli
(acido L/D-lactico) apareceu nitido e bem evidenciado. Houve neoformagdo 6ssea nas
bordas do defeito e migrando abaixo do local ocupado pelo disco. O tecido 6sseo

neoformado apresentou-se bem celular. Notou-se que abaixo do disco de poli (acido L/D-
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lactico), em contato com a duramater, formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo
organizado e com fibras colagenas mais frouxas, auséncia de infiltrado inflamatério e

hemacias (Figura 16).

Figura 16. Defeito experimental aos 120 dias de observacgao. Observacao do espago
ocupado pelo disco de poli(acido L/D-lactico) e da neoformagéo dssea abaixo do
disco. Coloracao HE (40X).

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

5.2 RESULTADO DA AVALIAGAO DE GENOTOXICIDADE

Para a avaliagdo da capacidade de discos de poli(acido L/D-lactico) implantados em
ratos induzir mutagcées cromossémicas, foi realizado o Teste de Micronucleos em
eritrocitos policromatéfilos (EPC) da medula 6ssea. Para tal, realizou-se este teste em 5
ratos do grupo 90 dias, 5 ratos do grupo 120 dias e 5 animais em que nao foram inseridos
nenhum disco, que fizeram parte do grupo controle negativo. Analisou-se a proporg¢ao de

eritrocitos policromatéfilos (EPC) e presenga de micronucleos.
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Figura 17. Avaliagdo da presencga de eritrécitos policromatéfilos em medula éssea de
ratos, no grupo em que nenhum disco de poli(acido L/D-lactico) foi implantado. Grupo
controle negativo. Laminas coradas com Giemsa. (A) eritrécito normocromatico; (B)
eritrocito policromatdfilo; (c) eritrocito policromatico micronucleado.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Figura 18. Avaliacdo da presenca de eritrocitos policromatéfilos em medula 6ssea de
ratos, no grupo em que nenhum disco de poli(acido L/D-lactico) foi implantado. Grupo
controle negativo. Laminas coradas com Acridine Orange.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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Figura 19. Avaliagdo da presenca de eritrocitos policromatofilos em medula éssea de
ratos, no grupo em que discos de poli(acido L/D-lactico) estiveram implantados por um
periodo de 90 dias. Laminas coradas com Giemsa.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

63

Figura 20. Avaliagdo da presenca de eritrocitos policromatofilos em medula éssea de
ratos, no grupo em que discos de poli(acido L/D-lactico) estiveram implantados por um

periodo de 90 dias. Laminas coradas com Acridine Orange.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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Figura 21. Avaliacdo da presencga de eritrocitos policromatofilos em medula 6ssea de
ratos, no grupo em que discos de poli(acido L/D-lactico) estiveram implantados por um
periodo de 120 dias. Laminas coradas com Giemsa.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Figura 22. Avaliacdo da presencga de eritrécitos policromatofilos em medula 6ssea de
ratos, no grupo em que discos de poli(acido L/D-lactico) estiveram implantados por um
periodo de 120 dias. Laminas coradas com Acridine Orange.

Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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5.2.1 Proporcao de Eritrécitos Policromatéfilos (EPC)

Para a avaliagao da proporcao de eritrocitos policromatoéfilos, foram contados, de
cada animal, 1000 eritrocitos para avaliar a frequéncia dos eritrocitos policromatofilos
(EPC). A reducao nos mesmos pode significar toxicidade sobre a medula dssea, e pode
produzir, eventualmente, falsos negativos. Os numeros referentes aos EPC em 1000

eritrocitos sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Ensaio de Micronucleos. Numero de Eritrécitos Policromatofilos (EPC) em 1000
eritrocitos, média e desvio padrao por grupo.

Numero de EPC em 1000 eritrocitos

Grupo Fémures

Individual Por grupo
Média * dp
A 359 300 330 303 281
C- B 305 320 324 330 280
> 664 620 654 633 561 626,4 + 40,4
A 270 300 340 321 -
90 dias B 280 342 315 300 -
> 550 642 655 621 a 617,0 + 46,8
A 375 350 378 290 300
120 dias B 300 353 350 322 323
> 675 703 728 612 623 668,2 + 50,1

a- obito espontaneo uma semana antes do abate.

De acordo com a avaliagao estatistica realizada, ndo foi detectada redugao
significativa (p < 0,05) da frequéncia de EPC em relagédo ao controle negativo em nenhum

grupo (ANOVA, Dunnett’s Multiple Comparison Test e Student t-tests).
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5.2.2 Avaliacao dos Micronucleos

Para a avaliagdo da presenga de micronucleos (MEPC), foram analisados 2.000
eritrécitos policromatdfilos (EPC) por animal. Foram analisados 1000 EPC por Iamina, de
cada animal foram analisadas duas laminas diferentes. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5. Ensaio de Micronlcleos. Numero de Eritrécitos Policromatéfilos com
micronucleos (MEPC) em 1000 eritrocitos, média e desvio padrao por grupo.

mEPC em 2000 EPC

Grupo Fémures Individual Por grupo
Média £ dp
A 3 0 1 4 4
C- B 4 1 2 5 1
b2 7 1 3 9 5 50+ 3,2
A 4 2 0 0 -
90 dias B 2 1 1 1 -
2 6 3 1 1 a 2,7+ 23
A 6 7 2 3 3
120 dias B 5 7 4 0 7
b2 11 14 6 3 10 8,8+ 4,3

a- obito espontadneo uma semana antes do abate.

De acordo com a analise estatistica realizada, nenhuma diferenga entre os grupos
foi detectada, ndo foi detectado aumento significante (p < 0,05) nos EPC com
micronucleos, a frequéncia ndo dobrou e ndo houve correlagado dose-resposta (ANOVA,

Dunnett’s Multiple Comparison Test e Student t-tests).
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6 DISCUSSAO

Atualmente inumeras pesquisas demonstram resultados positivos em relagdo ao
uso dos materiais reabsorviveis para a fixagdo interna rigida dos segmentos 0sseos
osteotomizados. Estudos in vitro®7.1224 e acompanhamentos clinicos e radiograficos
8-11,13-15 comprovam suas qualidades biomecanicas em conter os segmentos &ésseos
durante o periodo de consolidacao/cicatrizagdo, além da auséncia de reacgao tecidual
inflamatéria e de corpo estranho. Estudos de citotoxicidade e cultura celular3' foram
desenvolvidos para entender o efeito sistémico induzido pelos polimeros reabsorviveis,

principalmente o PLLA, em nivel celular.

A principal indicacéo para o uso de placas e parafusos reabsorviveis sdo criangas e
jovens em fase de crescimento. Neste grupo, o uso destes polimeros elimina os riscos
potenciais do metal e a necessidade de um segundo procedimento para remogao deste
dispositivo de fixagdo'3-'5. Diversos estudos ja documentam o uso destes polimeros em

criangas, principalmente na cirurgia craniofacial. O surgimento de complicagbes

documentadas nesta populacdo € limitado. Em um estudo retrospectivo de 1883

craniossinostoses em criangas de até 2 anos de idade, foram observadas poucas
complicagdes e a taxa de complicagbes que necessitou de reparacgao ficou em 0,3%. Este
trabalho documenta a seguranca e o longo tempo de uso de fixacdo reabsorvivel, e
conclui que a fixacdo 6ssea reabsorvivel para calotas cranianas em crescimento rapido
tem menor potencial de complicagbes que o tradicional uso de placas metalicas,

parafusos e fios'3.
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Existem disponiveis no mercado diversos materiais para fixacdo Ossea
reabsorviveis e as associagdes de polimeros sado varias. Cada associacdo possui uma
particularidade na biomecanica ou no tempo de reabsorcdo do material. Os relatos na
literatura de algumas reagbes adversas ao PLLA, relacionadas a uma possivel segunda
fase de degradacdo, mais lenta e relacionada a cristalinidade do material, depende
basicamente do peso molecular inicial e niveis de monémeros residuais do material, 0 que
varia de acordo com cada fabricante'® . Desta forma, é muito importante a realizagdo de
estudos in vitro e in vivo, tanto em nivel celular como em nivel sistémico, avaliando o grau

de toxicidade dos materiais a serem utilizados.

Quanto a reacgéao tecidual local, foi observado, neste trabalho, que nos periodos
precoces do contato dos discos de poli(acido L/D-lactico), implantados em defeitos ésseos
criados em calotas cranianas de ratos, ocorreu a formacdo de um tecido conjuntivo
fibroso, e inicialmente desorganizado, circunscrevendo o material. Ja no grupo controle,

este tecido conjuntivo preenchia toda a area central do defeito 6sseo.

Nos periodos de 15 e 30 dias ainda podiam ser vistas hemacias no interior do
tecido conjuntivo que preenchia o defeito 6sseo, porém estas provavelmente eram
originadas do trauma resultante da realizacdo da ostectomia. Porém a presenca dos
discos de poli(acido L/D-lactico) serviu como um tampao compressivo, contendo esse
sangramento tecidual, pois no grupo controle negativo a quantidade de hemacias nos

tecidos era visivelmente maior do que no grupo onde os discos foram inseridos.

Durante todo o periodo em que o estudo ocorreu, observou-se a presenca de
infiltrado inflamatdrio de baixa intensidade caracteristico de processos de reparo 6sseo
normais. Quando este esteve presente, foi discreto, com menos de 20 células do tipo

linfo-plasmocitarias por lamina avaliada, tanto no grupo controle quanto no grupo em que
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os discos foram inseridos e somente nos grupos até 30 dias. Estes dados concordam com
os estudos de Hochuli-Vieira et al. e Pihlajamaki et al., que relataram n&o encontrar
complicacdes inflamatérias com o uso dos materiais reabsorviveis para fixacdo, nem

reacdo de corpo estranho 14,

No periodo do estudo ndo foram observadas células gigantes multinucleadas nem
macrofagos, dado este que concorda com os achados de Walton e Cotton, que so6
observaram estas células num periodo mais avangado da pesquisa, ao final do primeiro
ano de implantacdo do material. Os autores comentam que a primeira reacao tecidual
encontrada ocorre nos primeiros 3 meses, e apdés o material testado passa por um
periodo n&o reativo. E a segunda reacgao tecidual esta associada aos sinais iniciais de
degradagao estrutural do PLLA, porém isso s6 comega a acontecer apos um ano da

implantacdo do material’®.

Quanto ao reparo 6sseo, durante os periodos mais tardios da pesquisa (90 e 120
dias), ndo foi observada degradacdo dos discos de poli(acido L/D-lactico), e a area
ocupada pelo disco se manteve a mesma. Porém ocorreu uma neoformacgao 6ssea nas
margens do defeito, migrando sob o disco inserido. Este osso neoformado apresentou-se
celularizado, contendo numerosos osteoblastos. Esses achados também concordam com
o trabalho de Walton e Cotton, que relataram que nos primeiros 3 meses observaram o
material testado sendo circunscrito por um novo osso'®. Mollaoglu et al. concluem que em
60 dias os parafusos de LactoSorb® induziram a formagao 6ssea sem causar reacdes
adversas de resposta tecidual, porém no periodo estudado o material ndo apresentou

biodegradacéo significativa, concordando com nossos resultados 2.

Hochuli-Vieira et al. observaram que, apos 60 dias de estudo, o dispositivo

biorreabsorvivel a base de PLLA utilizado para fixagdo interna rigida de fraturas
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mandibulares em coelhos permitiu o reparo 6sseo, similar aos grupo fixado com titanio?.
Os resultados de nossa pesquisa nao permitem associagdes com resisténcia mecanica do
dispositivo a base de PLLA, visto que se realizou apenas o estudo histoldégico, mas
demonstram que nao ha processo inflamatoério relacionado ao uso do dispositivo de

fixacdo a base de PLLA que cause o impedimento do adequado reparo ésseo na calota.

Quanto ao contato dos discos de poli(acido L/D-lactico) com a duramater, tecido
critico, ndo houve nenhuma complicagdo do tipo convulsdo poés-operatéria, perda de
capacidade motora dos animais ou déficit de alimentagdo. O tecido conjuntivo que se
formou em contato com a duramater nao apresentou infiltrado inflamatério nem reacao de
corpo estranho. Estes achados concordam com os de Peltoniemi et al., que avaliaram o
contato de parafusos de PLLA e PGA em contato com a duramater, e observaram que
logo em seguida, se formou um tecido conjuntivo entre o apice dos parafusos e a dura, e
que esta se manteve continua durante todo o estudo ?°. Este é um trabalho critico do
ponto de vista de risco de morte do animal se o material n&o for biolégicamente tolerado.
Impurezas em nivel ultraestrutural, pH e toxicidade em nivel celular poderiam ser

determinantes para a sobrevida dos animais utilizados nesta pesquisa.

A implantacao de forma critica do ponto de vista cirdrgico sobre a duramater nao
esta descrita na literatura de forma consensual, pois foi encontrado apenas um trabalho
publicado?®. Com este presente trabalho demonstra-se que a formulagdo presente no
disco de poli(acido L/D-lactico) é biologicamente aceita, mesmo em contato direto com a

duramater.

Nos periodos avaliados por este estudo, até 120 dias, ndo p6de ser observada a
degradagédo do material. Estudos mostram que esta somente ocorre apds o primeiro ano

de implantagdo®'6. Walton e Cotton relataram que apds o primeiro ano ocorre a redugao
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da massa do polimero, sendo substituido por um tecido fibroso relativamente avascular
contendo macrofagos e ocasionalmente células gigantes multinucleadas na superficie do
material testado'®. Bergsma et al. relataram que apods 5,7 anos de implantagio,
remanescentes do PLLA degradado estavam circunscritos por uma capsula fibrosa densa,

e a avaliagdo ultraestrutural mostrou cristais de PLLA internalizado por varias células ©.

Bergsma et al. e Walton e Cotton concordam que os dispositivos fabricados a base
de PLLA somente, embora biocompativel, degrada de forma muito lenta, e os cristais
resultantes desta degradacdo apresentam excessiva longevidade de degradagdo intra e

extracelular ©.16,

Porém as associagbes do PLLA com outras substancias ou sua modificagao
laboratorial tém conseguido solucionar este problema. Estudos incorporando o acido
glicélico (PGLA) mostram taxa de biodegradacdo mais rapida. Ja a incorporagao de
hidroxiapatita ao PLLA mostra que os discos foram totalmente substituidos por osso num
periodo de 4 a 6 anos 22, e a incorporagdo de proteinas 6sseas bovinas morfogenéticas
(BMP) ao PGLA demonstrou que apés 4 semanas houve completa substituicdo por osso

novo, demonstrando o potencial osteoindutivo desta associagao 23.

Quanto ao possivel potencial genotoxico dos polimeros reabsorviveis, este trabalho
demonstrou que até os 120 dias de implantagao de discos de poli(acido L/D-lactico) in
vivo nao foi detectada reducéo significativa da frequéncia dos eritrécitos policromatdfilos
(EPC) nem o aumento significante de micronucleos nos EPC, o que poderia significar

toxicidade sobre a medula 6ssea.

A auséncia de genotoxicidade encontrada neste trabalho concorda com os
resultados de Isama e Tsuchiya. Quanto ao efeito nas culturas celulares, os autores

observaram que o PLLA nao afetou a proliferagdo de mouse osteoblast-like MC3T3-E1
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cells, porém particulas de baixo peso molecular de PLLA aumentaram a diferenciagao
destas células, o que demonstrou que a osteocondutividade do PLLA implantado é

baseada no efeito aumentado que estas particulas possuem3'.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que a implantagdo de
discos de poli(acido L/D-lactico) implantados em defeitos Osseos criados em calota
craniana de ratos e em contato direto com a duramater, nos periodos 15, 30, 90 e 120
dias nao resultou em reagao tecidual local compativel com reagao de corpo estranho ou
reabsorcdo Ossea inflamatéria, demonstrando que o material utilizado neste estudo é

biocompativel e bem tolerado pelos tecidos estudados.

Os discos de poli(acido L/D-lactico) implantados e mantidos em ratos por 90 e 120
dias nao induziram sinais de toxicidade genética nem reduziram a producao de eritrocitos
na medula 6ssea, quando avaliados pela frequéncia de EPC. Nao houve aumento na
formagdo de EPC micronucleados em nenhum dos grupos testados. Também, a
frequéncia de micronucleos nao dobrou e nao houve correlacdo dose-dependente.
Conclui-se que, de acordo com o delineamento experimental definido e conduzido, e o
protocolo de avaliagdo de micronucleos proposto, o material testado foi considerado

negativo para mutagenicidade cromossdémica no ensaio realizado.



e
.- s @
wh

Y

-
E i

REFERENCIAS

76



77

REFERENCIAS

1. Hochuli-Vieira E, Cabrini Gabrielli MA, Pereira Filho VA, Gabrielli MFR, Padilha JG.

Rigid internal fixation with titanium versus bioresorbable miniplates in the repair of

mandibular fractures in rabbits. Int J Oral Maxillofac Surg. 2005; 3:167-173.

2. Schliephake H, Reiss G, Urban R, Neukam FW, Guckel S. Metal release from titanium
fixtures during placement in the mandibule: an experimental study. Int J Oral Maxillofac

Implants. 1993; 8: 502-511.

3. Piozzi R, Ribeiro DA, Padovan LEM, Nary Filho H, Matsumoto MA. Genotoxicity and
cytotoxicity in multiple organs induced by titanium miniplates in Wistar rats. J Biomed

Mater Res A. 2008 Feb 19. [Epub ahead of print]

4. Araujo MM, Waite PD, Lemons JE. Strength analysis of Le Fort | osteotomy fixation:

titanium versus resorbable plates. J Oral Maxillofac Surg. 2001; 59:1034-1039.

5. Cilasun U, Uckan S, Dolanmaz D, Saglam H. Immediate mechanical stability of sagittal
split ramus osteotomy fixed with resorbable compared with titanium bicortical screws in

mandibules of sheep. Br J Oral Maxillofac Surg. 2006; 44: 534-537.

6. Bergsma JE, Bruijn WC, Rozema FR, Bos and Boering RRM. Late degradation tissue

response to poly(L-lactide) bone plates and screws. Biomaterials. 1995; 16:25-31.



78

7. Suzuki T, Kawamura H, Kasahara T, Nagasaka H. Resorbable Poly-L-lactide Plates and
Screws for the Treatment of Mandibular Condylar Process Fractures: A Clinical and

Radiologic Follow-Up Study. J Oral Maxillofac Surg. 2004; 62: 919-924.

8. Edwards RC, Kiely KD, Eppley BL. Fixation of bimaxillary osteotomies with absorbable
plates and screws: experience in 20 consecutive cases. J Oral Maxillofac Surg. 2001;

59: 271-6.

9. Bhatt V, Chhabra P, Dover MS. Removal of Miniplates in Maxillofacial Surgery: a follow-

up study. J Oral Maxillofac Surg. 2005; 63:756-760.

10. Gilding DK, Reed AM. Biodegradable polymers for use in surgery polyglycolic/poly

(lactic acid) homo and copolymers: 1. Polymer. 1979; 20:1459-1464.

11. Cutright D, Hunsuck E, Beasley J. Fracture reduction using a biodegradable material,

polylactid acid. J Oral Surg 1971; 29:393-397.

12. Santos Jr AR, Wada MLF. Polimeros biorreabsorviveis como substrato para cultura de

células e engenharia tecidual. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia. 2007; 17(4):308-317.

13. Chen CC et al. Preparation and characterization of biodegradable PLA polymeric

blends. Biomaterials. 2003; 24:1167-1173.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

79

Pihlajamaki H, Bostman O, Tynnien O, Laitinen O. Long-term tissue response to
bioabsorbable poly-L-lactide and metallic screws: an experimental study. Bone. 2006;

39: 932-937.

Tams J, Joziasse CAP, Bos RRM, Rozema FR, Grijpma DW, Pennings AJ. High-
impact poly(L/D-lactide) for fracture fixation: in vitro degradation and animal pilot

study. Biomaterials. 1995; 16:1409-1415.

Walton M, Cotton NJ. Long-term in vivo degradation of poly-L-lactide (PLLA) in bone.

J Biomater Appl. 2007; 21:395-411.

Eppley BL et al. Resorbable PLLA-PGA plate and screw fixation in pediatric
craniofacial surgery: clinical experience in 1883 patients. Plast Reconstr Surg. 2004;

114(4):850-6.

Cox T, Kohn MW, Impelluso T. Computerized analysis of resorbable polymer plates
and screws for the rigid fixation of mandibular angle fractures. J Oral Maxillofac Surg.

2003; 61: 481-487.

Laughlin R, Block MS, Wilk R, Malloy RB, Kent JN. Resorbable plates for the fixation

of mandibular fractures: a prospective study. J Oral Maxillofac Surg. 2007; 65: 89-96.



80
20. Peltoniemi HH, Hallikainen D, Toivonen T, Helevirta P, Waris T. SR-PLLA and SR-PGA

miniscrews: biodegradation and tissue reactions in the calvarium and dura mater. J

Craniomaxillofac Surg. 1999; 27: 42-50.

21. Mollaolgu N, Cetiner S, Alpaslan C, Gultekin SE, Alpar R. The early tissue response to

titanium and LactoSorb screws. Dent Traumatol 2003; 19: 139-144.

22. Shikinami Y, Matsusue Y, Nakamura T. The complete process of bioresorption and
bone replacement using devices made of forged composites or raw hydroxyapatite

particules/poly L-lactide (F-u-HA/PLLA). Biomaterials 26 (2005) 5542-5551.

23. Miki T, Imai Y. Osteoindutive potencial of freeze-dried, biodegradable, poly(glycolic
acid-co-lactic acid) disks incorporated with bone morphogenetic protein in skull defects

of rats. Int J Oral Maxillofac Surg. 1996; 25: 402-406.

24. Chauvel-Lembret DJ, Auroy P, Tricot-Doleux S, Bonnaure-Mallet M. Evaluation of the
capacity of the SCGE assay to assess the genotoxicity of biomaterials. Biomaterials.

2001; 22: 1795-1801.

25. Pegas Henriques JA, Erdimann B, Silva J. Genética Toxicoldgica. Rio Grande do Sul:

Ed. Alcance; 2003.

26. Zago MA, Falcdo RP. Pasquini R. Hematologia: fundamentos e pratica. Sdo Paulo:

Atheneu, 2001. 1043p.



81

27. Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K, Watson JD. Biologia molecular da

célula. 3.ed. Sao Paulo: Artes Médicas, 1997. 1294p.

28. Villela L, Sureda A, Canals C, Sanz MA Jr, Martino R, Valcarcel D, Altes A, Briones J,
Gomez M, Brunet S, Sierra J. Low transplant related mortality in older patients with

hematologic malignancies undergoing autologous stem cell transplantation.

Haematologica. 2003; 88: 300-5.

29. Maluf SW, Passos DF, Bacelar A, Speit G, Erdtmann B. Assessment of DNA damage
in lymphocytes of workers exposed to X-radiation using the micronucleus test and the

comet assey. Environ Mol Mutagen. 2001; 38: 311-5.

30. Schmid W. The micronucleus test for cytogenetic analysis. In: Chemical Mutagens
Principles and Method for their Detection. Vol 4, Ed hollaender A., Plenum Press, N.

York, pp 31-53. 1976.

31. Isama K, Tsuchiya T. Enhancing effect of poly(L-lactide) on the differentiation of mouse

osteoblast-like MC3T3-E1 cells. Biomaterials 2003; 24:3303-3309.

32. Figueiredo JAP, Pesce HF, Gioso Ma, Figueiredo MAZ. The histological effects of four
endodontic sealers implanted in the oral mucosa: submucous injection versus implant

in polyethylene tubes. Int Endod J. 2001; 34: 377-385.



82

33. Zar J. Biostatistical Analysis. Prentice - Hall Inc., Englewwod Cliffs, N.J., USA, 619pp.

1974.

34. Sokal RR, Rolf FJ. Biometry. The Principles and Practice of Statistic in Biological

Research. W.H. Freeman/and Co., San Francisco, pp 859. 1969.



83

83



ANEXO 1 - CARTA DE APROVAGCAO DA COMISSAO CIENTIFICA E ETICA DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA PUCRS

Lo

by T
2
-

k.

-2 Comissdo Cientifica e de Etica
<. Faculdade da Odontologia da PUCRS

‘{%}
Porto Alegre 03 de dezembro de 2008
O Projeto de: Dissertacdo
Protocolado sob n°: 0072/08
Intitulado: Estudo das propriedades biologicas de discos de polilactina

(PLLS) em ratos

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Rogério Belle de Oliveira
Pesquisadores Associados Juliana Gongalves Goelzer

Nivel: Mestrado

Foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 03 de dezembro de 2008.

Lste projeto deverda ser imedadldiamenie encan

 Lui

MY

Presidénte da Comissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Auv. 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

84



85

ANEXO 2 - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRC')-REITORAIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 020/09 - CEUA Porto Alegre, 05 de margo de 2009.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou seu protocolo de
pesquisa, registro CEUA 08/00066, intitulado: “Avaliacdo histoldgica da
resposta tecidual a discos de poli (acido L/D - lactico) em ratos”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.

Relatérios do andamento do projeto devem ser entregues a este Comité.

Atenciosamente,

LN ]

AV :
Profa. Dr.?amana Feijo
Coordenadora do CEUA - PUCRS

Ilmo. Sr.

Prof. Dr. Rogério Belle de Oliveira
Faculdade de Odontologia
N/Universidade

8

PUCK

Campus Central

Av, Ipiranga, 6690 - 3%andar sala 314- CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345

E-mail: ceua@pucrs.br



86
ANEXO 3 - PRINCIPIOS ETICOS NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Principios éticos na experimentacio animal

A evolucdo continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase aquelas de biologia, medicinas humana e
veterinaria, e a obten¢do de recursos de origem animal para atender necessidades humanas basicas, como nutri¢do,
trabalho e vestudario, repercutem no desenvolvimento de a¢des de experimentagdo animal, razdo pela qual se preconizam

posturas éticas concernentes aos diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com animais de experimentagéo.
Postula-se:

Artigo I - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela contribuigdo cientifica que ele
proporciona.

Artigo II - Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal ¢ similar & humana no que se refere a dor, memoria,
angustia, instinto de sobrevivéncia, apenas lhe sendo impostas limitacdes para se salvaguardar das manobras

experimentais e da dor que possam causar.

Artigo III - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos e agdes de experimentagdo animal
Artigo IV - E relevante considerar a importancia dos estudos realizados através de experimentagdo animal quanto a sua
contribui¢@o para a saude humana em animal, o desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.

Artigo V - Utilizar apenas animais em bom estado de saude.

Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos alternativos, como modelos matematicos,
simula¢des computadorizadas, sistemas biologicos "in vitro", utilizando-se o menor niimero possivel de espécimes

animais, se caracterizada como unica alternativa plausivel.

Artigo VII - Utilizar animais através de métodos que previnam desconforto, angustia e dor, considerando que

determinariam os mesmos quadros em seres humanos, salvo se demonstrados, cientificamente, resultados contrarios.

Artigo VIII - Desenvolver procedimentos com animais, assegurando-lhes sedagdo, analgesia ou anestesia quando se
confirmar o desencadeamento de dor ou angustia, rejeitando, sob qualquer argumento ou justificativa, o uso de agentes
quimicos e/ou fisicos paralisantes e ndo anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angustia nos animais, ap6s o uso da pesquisa
desenvolvida, aplicar método indolor para sacrificio imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condi¢cdes adequadas de saude e conforto, conforme as necessidades
das espécies animais mantidas para experimentagdo ou docéncia.

Artigo XI - Oferecer assisténcia de profissional qualificado para orientar e desenvolver atividades de transportes,
acomodacao, alimentacdo e atendimento de animais destinados a fins biomédicos.

Artigo XII - Desenvolver trabalhos de capacitacdo especifica de pesquisadores e funcionarios envolvidos nos

procedimentos com animais de experimentagdo, salientando aspectos de trato ¢ uso humanitario com animais de

laboratorio.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal. Legislagao. Sao Paulo, 2007. Disponivel em:
http://www.cobea.org.br/etica. Acesso em: 21marco 2009.
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ANEXO 4 - LEl AROUCA

LEI N° 11.794. DE_8 DE_ OUTUBRO DE 2008.
CAPITULO |
DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1° A criagao e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em todo o
territério nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei.

§ 1° A utilizagdo de animais em atividades educacionais fica restrita a:
| — estabelecimentos de ensino superior;
Il — estabelecimentos de educacgao profissional técnica de nivel médio da area biomédica.

§ 2° Sao consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas aquelas relacionadas com
ciéncia basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento tecnoldgico, produgao e controle da qualidade de drogas,
medicamentos, alimentos, imunobioldgicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em animais,
conforme definido em regulamento préprio.

§ 3° Nao sado consideradas como atividades de pesquisa as praticas zootécnicas relacionadas a
agropecuaria.

Art. 2° O disposto nesta Lei aplica-se aos animais das espécies classificadas como filo Chordata,
subfilo Vertebrata, observada a legislagdo ambiental.

Art. 3° Para as finalidades desta Lei entende-se por:

| — filo Chordata: animais que possuem, como caracteristicas exclusivas, ao menos na fase
embrionaria, a presenca de notocorda, fendas branquiais na faringe e tubo nervoso dorsal unico;

Il — subfilo Vertebrata: animais cordados que tém, como caracteristicas exclusivas, um encéfalo
grande encerrado numa caixa craniana e uma coluna vertebral;

[l — experimentos: procedimentos efetuados em animais vivos, visando a elucidagao de fenbnemos
fisioldgicos ou patolégicos, mediante técnicas especificas e preestabelecidas;

IV — morte por meios humanitarios: a morte de um animal em condigdes que envolvam, segundo as
espécies, um minimo de sofrimento fisico ou mental.

Paragrafo unico. Nao se considera experimento:
| — a profilaxia e o tratamento veterinario do animal que deles necessite;

Il — o anilhamento, a tatuagem, a marcagdo ou a aplicagdo de outro método com finalidade de
identificagao do animal, desde que cause apenas dor ou afligdo momentanea ou dano passageiro;

[Il — as intervengbes ndo-experimentais relacionadas as praticas agropecuarias.
CAPITULO I
DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL — CONCEA
Art. 4° Fica criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA.
Art. 5° Compete ao CONCEA:

| — formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais com
finalidade de ensino e pesquisa cientifica;

Il — credenciar instituigcdes para criagao ou utilizagdo de animais em ensino e pesquisa cientifica;

[l — monitorar e avaliar a introdugao de técnicas alternativas que substituam a utilizacdo de animais
em ensino e pesquisa;

IV — estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para ensino e
pesquisa, em consonancia com as convengdes internacionais das quais o Brasil seja signatario;

V — estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalacdo e funcionamento de
centros de criagao, de biotérios e de laboratérios de experimentagdo animal, bem como sobre as condigdes
de trabalho em tais instalagdes;

VI — estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituigdes que criem ou
utilizem animais para ensino e pesquisa;


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2011.794-2008?OpenDocument
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VIl — manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em
andamento no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informagdes remetidas pelas Comissdes de
Etica no Uso de Animais - CEUAs, de que trata o art. 8° desta Lei;

VIII — apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das CEUAs;

IX — elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para aprovagao, o seu
regimento interno;

X — assessorar o0 Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas nesta Lei.
Art. 6° O CONCEA é constituido por:

| — Plenario;

[l — Camaras Permanentes e Temporarias;

Il — Secretaria-Executiva.

§ 1° As Camaras Permanentes e Temporarias do CONCEA serao definidas no regimento interno.

§ 2° A Secretaria-Executiva é responsavel pelo expediente do CONCEA e tera o apoio
administrativo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

§ 3° O CONCEA podera valer-se de consultores ad hoc de reconhecida competéncia técnica e
cientifica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de trabalhos.

Art. 7° O CONCEA sera presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia e integrado por:
I — 1 (um) representante de cada 6rgao e entidade a seguir indicados:

a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia;

b) Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPg;

¢) Ministério da Educagao;

d) Ministério do Meio Ambiente;

e) Ministério da Saude;

f) Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento;

g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil - CRUB;

h) Academia Brasileira de Ciéncias;

i) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia;

j) Federacao das Sociedades de Biologia Experimental;

I) Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal;

m) Federacéo Nacional da Industria Farmacéutica;

Il — 2 (dois) representantes das sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no Pais.

§ 1° Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia sera substituido, na
Presidéncia do CONCEA, pelo Secretario-Executivo do respectivo Ministério.

§ 2° O Presidente do CONCEA tera o voto de qualidade.

§ 3° Os membros do CONCEA né&o serdo remunerados, sendo os servigos por eles prestados
considerados, para todos os efeitos, de relevante servigo publico.

CAPITULO IlI
DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUAs

Art. 8° E condicdo indispensavel para o credenciamento das instituicdes com atividades de ensino
Ou pesquisa com animais a constituicdo prévia de Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUAs.

Art. 9° As CEUAs séao integradas por:
| — médicos veterinarios e bidlogos;
Il — docentes e pesquisadores na area especifica;

[l — 1 (um) representante de sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no Pais,
na forma do Regulamento.

Art. 10. Compete as CEUAs:

| — cumprir e fazer cumprir, no ambito de suas atribuicbes, o disposto nesta Lei e nas demais

normas aplicaveis a utilizagdo de animais para ensino e pesquisa, especialmente nas resolugdes do
CONCEA;
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Il — examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a serem realizados na instituicao
a qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade com a legislagéo aplicavel,

[l — manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados, ou em
andamento, na instituigdo, enviando copia ao CONCEA,;

IV — manter cadastro dos pesquisadores que realizem procedimentos de ensino e pesquisa,
enviando copia ao CONCEA,;

V — expedir, no ambito de suas atribuicdes, certificados que se fizerem necessarios perante 6érgaos
de financiamento de pesquisa, perioddicos cientificos ou outros;

VI — notificar imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia de qualquer
acidente com os animais nas instituicbes credenciadas, fornecendo informacgbes que permitam agdes
saneadoras.

§ 1° Constatado qualquer procedimento em descumprimento as disposigcdes desta Lei na execugao
de atividade de ensino e pesquisa, a respectiva CEUA determinara a paralisagao de sua execugao, até que
a irregularidade seja sanada, sem prejuizo da aplicacédo de outras san¢des cabiveis.

§ 2° Quando se configurar a hipotese prevista no § 1° deste artigo, a omissdo da CEUA acarretara
sancoes a instituicdo, nos termos dos arts. 17 e 20 desta Lei.

§ 3° Das decisdes proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo, ao CONCEA.

§ 4° Os membros das CEUAs responderao pelos prejuizos que, por dolo, causarem as pesquisas
em andamento.

§ 5° Os membros das CEUAs estdo obrigados a resguardar o segredo industrial, sob pena de
responsabilidade.

CAPITULO IV
DAS CONDICOES DE CRIACAO E USO DE ANIMAIS PARA ENSINO E
PESQUISA CIENTIFICA

Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades destinadas a criagado
de animais, ao ensino e a pesquisa cientifica de que trata esta Lei.

§ 1° (VETADO)
§ 20 (VETADO)
§ 3° (VETADO)

Art. 12. A criagdo ou a utilizacdo de animais para pesquisa ficam restritas, exclusivamente, as
instituicoes credenciadas no CONCEA.

Art. 13.  Qualquer instituicdo legalmente estabelecida em territério nacional que crie ou utilize
animais para ensino e pesquisa devera requerer credenciamento no CONCEA, para uso de animais, desde
que, previamente, crie a CEUA.

§ 1° A critério da instituicdo e mediante autorizacdo do CONCEA, é admitida a criacdo de mais de
uma CEUA por instituicéo.

§ 2° Na hipdtese prevista no § 1° deste artigo, cada CEUA definird os laboratérios de
experimentacao animal, biotérios e centros de criagdo sob seu controle.

Art. 14. O animal s6 podera ser submetido as intervengdes recomendadas nos protocolos dos
experimentos que constituem a pesquisa ou programa de aprendizado quando, antes, durante e apds o
experimento, receber cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA.

§ 1° O animal sera submetido a eutanasia, sob estrita obediéncia as prescrigbes pertinentes a cada
espécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, sempre que, encerrado o experimento
ou em qualquer de suas fases, for tecnicamente recomendado aquele procedimento ou quando ocorrer
intenso sofrimento.

§ 2° Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiéncias ou demonstragbes nao
forem submetidos a eutanasia, poderdo sair do biotério apds a intervencdo, ouvida a respectiva CEUA
quanto aos critérios vigentes de seguranga, desde que destinados a pessoas idbneas ou entidades
protetoras de animais devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

§ 3° Sempre que possivel, as praticas de ensino deverao ser fotografadas, filmadas ou gravadas,
de forma a permitir sua reprodugdo para ilustragdo de praticas futuras, evitando-se a repeticéo
desnecessaria de procedimentos didaticos com animais.
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§ 4° O numero de animais a serem utilizados para a execugdo de um projeto e o tempo de duragéo
de cada experimento sera o minimo indispensavel para produzir o resultado conclusivo, poupando-se, ao
maximo, o animal de sofrimento.

§ 5° Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-d0 sob sedacao, analgesia
ou anestesia adequadas.

§ 6° Experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relacionados a dor e a angustia
exigem autorizagéo especifica da CEUA, em obediéncia a normas estabelecidas pelo CONCEA.

§ 7° E vedado o uso de bloqueadores neuromusculares ou de relaxantes musculares em
substituicdo a substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.

§ 8° E vedada a reutilizagdo do mesmo animal depois de alcancado o objetivo principal do projeto
de pesquisa.

§ 9° Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos traumaticos, varios
procedimentos poderdo ser realizados num mesmo animal, desde que todos sejam executados durante a
vigéncia de um Unico anestésico e que o animal seja sacrificado antes de recobrar a consciéncia.

§ 10. Para a realizagdo de trabalhos de criagdo e experimentagdo de animais em sistemas
fechados, serdo consideradas as condigbes e normas de segurangca recomendadas pelos organismos
internacionais aos quais o Brasil se vincula.

Art. 15. O CONCEA, levando em conta a relagédo entre o nivel de sofrimento para o animal e os
resultados praticos que se esperam obter, podera restringir ou proibir experimentos que importem em
elevado grau de agressao.

Art. 16. Todo projeto de pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisionado por
profissional de nivel superior, graduado ou pés-graduado na area biomédica, vinculado a entidade de ensino
ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

CAPITULO V
DAS PENALIDADES

Art. 17. As instituicdes que executem atividades reguladas por esta Lei estdo sujeitas, em caso de
transgressao as suas disposi¢cdes e ao seu regulamento, as penalidades administrativas de:

| — adverténcia;

Il — multa de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais);

Il — interdigdo temporaria;

IV — suspenséo de financiamentos provenientes de fontes oficiais de crédito e fomento cientifico;
V —interdigao definitiva.

Paragrafo unico. A interdigdo por prazo superior a 30 (trinta) dias somente podera ser determinada
em ato do Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, ouvido o CONCEA.

Art. 18. Qualquer pessoa que execute de forma indevida atividades reguladas por esta Lei ou
participe de procedimentos ndo autorizados pelo CONCEA sera passivel das seguintes penalidades
administrativas:

| — adverténcia;

[l — multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais);

lIl — suspensao temporaria;

IV — interdigéo definitiva para o exercicio da atividade regulada nesta Lei.

Art. 19. As penalidades previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas de acordo com a
gravidade da infracdo, os danos que dela provierem, as circunstancias agravantes ou atenuantes e os
antecedentes do infrator.

Art. 20. As sancgdes previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas pelo CONCEA, sem
prejuizo de correspondente responsabilidade penal.

Art. 21. Afiscalizacdo das atividades reguladas por esta Lei fica a cargo dos 6rgaos dos Ministérios
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, da Saude, da Educagao, da Ciéncia e Tecnologia e do Meio
Ambiente, nas respectivas areas de competéncia.

CAPITULO VI
DISPOSICOES GERAIS E TRANSITORIAS

Art. 22. As instituigdes que criem ou utilizem animais para ensino ou pesquisa existentes no Pais
antes da data de vigéncia desta Lei deverao:
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| — criar a CEUA, no prazo maximo de 90 (noventa) dias, apds a regulamentagao referida no art. 25
desta Lei;

Il — compatibilizar suas instalagdes fisicas, no prazo maximo de 5 (cinco) anos, a partir da entrada
em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA, com base no inciso V do caput do art. 5° desta Lei.

Art. 23. O CONCEA, mediante resolugao, recomendara as agéncias de amparo e fomento a
pesquisa cientifica o indeferimento de projetos por qualquer dos seguintes motivos:

| — que estejam sendo realizados sem a aprovagédo da CEUA;
Il — cuja realizagao tenha sido suspensa pela CEUA.

Art. 24. Os recursos orgamentarios necessarios ao funcionamento do CONCEA serao previstos nas
dotagdes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 25. Esta Lei sera regulamentada no prazo de 180 (cento e oitenta) dias.
Art. 26. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicagéo.

Art. 27. Revoga-se a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979.

Brasilia, 8 de outubro de 2008; 187° da Independéncia e 120° da Republica.

LUIZ INACIO LULA DA SILVA
Tarso Genro

Reinhold Stephanes

José Gomes Temporéo
Miguel Jorge

Luiz Antonio Rodrigues Elias
Carlos Minc

Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2008/Lei/l 11794.htm. Acesso em 17
dezembro 2009.
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ANEXO 5
GENOTOX-ROYAL RELATORIO FINAL
Estudo GT00603 P.1/13
TiTULO DO ESTUDO
PREPARAGAO E AVALIAQAO DE LAMINAS DE MICRONUCLEOS EM
MEDULA OSSEA DE RATOS
Estudo: GT00603
Sistema Teste: Ratos (Rattus norvegicus)
Data de inicio: 17/06/09
Data do final: 22/10/09
RESPONSABILIDADES TECNICAS
Responsabilidades: Assinatura: Data:
Diretor de Estudo:
Juliana da Silva
Pesquisadora:
Ménica Fagundes Acioli
Gerente:
Miriam Benicio da Fonseca
Analistas:

Roseli Oliveira de Candido

GENOTOX-ROYAL RELATORIO FINAL

Estudo GT00603 P.2/13

1. IDENTIFICAGAO DAS PARTES

Contratante:
Neoortho Produtos Ortopédicos S/A

Endereco: )
Rua Angelo Domingos Durigan, 607
CEP: 82.020-340 - Cascatinha —Curitiba — Parana

Laboratério Contratado:
Instituto de Educagao para Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao Tecnolégica - ROYAL
UNIDADE GENOTOX-ROYAL

Enderego:
Centro de Biotecnologia
Av. Bento Gongalves, 9500,
Campus do Vale - UFRGS,
Setor 4, Prédio 43.421, Sala 112/114
CEP 91501-970 - Porto Alegre - RS



GENOTOX-ROYAL RELATORIO FINAL

Estudo GT00603 P.6/13

8. CONCLUSOES

Os discos de PLLA e PLDA (acido polilactico e acido poliglicdlico) implantados e mantidos em ratos, em
condicdes fora das responsabilidades do GENOTOX-ROYAL, n&o induziram sinais de toxicidade nem reduziram
a produgéo de eritrécitos na medula Ossea, avaliados pela freqiiéncia de PCE/NCE. N&o houve aumento na
formagédo de PCE micronucleados em nenhum dos grupos testados. Também, a freqliéncia de micronucleos néo
dobrou e ndo houve correlagdo dose-resposta.

Conclui-se que, de acordo com o delineamento experimental definido e conduzido pela Mestranda
Juliana Goelzer e o protocolo de avaliagdo de micronucleos proposto pelo GENOTOX-ROYAL, o implante em
questéo, foi considerada negativa para mutagenicidade cromossémica no ensaio realizado.

Porto Alegre, de 19 outubro de 2009.

Dra. Juliana da Silva - CRB 09077-03 D

9. QUALIDADE E REGISTRO DE SEGURANCA

Todos os procedimentos técnicos e seus resultados estardo a disposigdo para analise por parte da
contratante. Este relatdrio sera confidencialmente arquivado por um prazo de cinco anos.

As laminas e as Guias com os registros dos dados brutos gerados a partir da analise das mesmas
serdo arquivadas juntamente com o Relatério Final, na pasta relativa ao estudo, na sala de arquivos do
GENOTOX-ROYAL.

As informagdes fornecidas pela contratante ficardo arquivadas na pasta relativa ao estudo, na sala de
arquivos do GENOTOX-ROYAL.

Os formularios referentes ao Uso, Limpeza e Manuteng&o Rotineiras, e Manuteng@o Nao Rotineira de
equipamentos utilizados durante a realizagdo desta analise serdo arquivadas na sala de arquivos do GENOTOX-
ROYAL.
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