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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a reação tecidual local, em calota craniana de 

ratos, frente à implantação de discos de poli (ácido L/D-láctico) e avaliar a sua toxicidade 
genética, pela indução de micronúcleos em eritrócitos policromáticos (EPC) na medula 

óssea de ratos. Foram utilizados 25 ratos Wistar, machos, com 200 e 300 gramas. 20 

animais sofreram procedimento cirúrgicos e tiveram os discos implantados, e 5 animais 
receberam medicação pós-operatória 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 perfuração direita foi inserido um disco de 

poli(ácido L/D-láctico), e a do lado esquerdo foi preenchida por coágulo sanguíneo (grupo 

controle). Os animais foram mortos nos tempos apropriados (15, 30, 90 e 120 dias após a 
cirurgia), por inalação de isoflurano. Nos 20 animais operados foi retirada a calota 

craniana e fixada em formalina tamponada a 10%. As amostras foram submetidas à 
descalcificação e após emblocados em parafina e submetidos a cortes de 6 µm, no 

sentido transversal, na porção de maior diâmetro dos discos. As lâminas  obtidas foram 

submetidas à técnica histoquímica de coloração HE. Para avaliação da genotoxicidade, 
ambos os fêmures de cada animal foram removidos e o conteúdo da medula óssea 

extraído diretamente sobre uma lâmina com uma gota de soro bovino fetal, e 
homogeinizada. Com este material foi feito um esfregaço. As lâminas foram secas, fixadas 

em metanol e coradas uma lâmina de cada fêmur com Giemsa e a outra com Acridine 

Orange. Os resultados obtidos foram submetidos a avaliação estatística pela Análise de 
Variância (ANOVA). Na avaliação histológica, no período de 15 e 30 dias, em ambos os 

grupos o defeito ósseo foi bem evidenciado, não sendo observados neoformação óssea, 
episódios de reabsorção óssea nem reação de corpo estranho. Nos períodos de 90 e 120 

dias, no grupo controle, observou-se neoformação nas bordas do defeito. No grupo 

experimental, houve neoformação óssea nas  bordas do defeito e migrando abaixo do 
local ocupado pelo disco e ausência de infiltrado inflamatório. Quanto a avaliação de 

genotoxicidade,  não foi detectada redução significativa (p < 0,05) da frequência de EPC 
em relação ao controle negativo nem aumento significante (p < 0,05) nos EPC com 

micronúcleos. Pode-se concluir que o material utilizado neste estudo é biocompatível e 

bem tolerado pelos tecidos estudados, sendo considerado negativo para mutagenicidade 
cromossômica no ensaio realizado.

Descritores1: cicatrização óssea, genotoxicidade, materiais biocompatíveis

1Descritores em Ciência da Saúde (DeCS): disponível 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 INTRODUÇÃO

Em cirurgia bucomaxilofacial, a fixação rígida de fraturas e osteotomias é 

necessária para promover estabilização e subsequente cicatrização ao longo dos 

segmentos ósseos1. O titânio, sob a forma de placas e parafusos, tem sido utilizado como 

primeira escolha para os casos de fraturas e correção de deformidades faciais. Testes 

clínicos e laboratoriais  têm provado a excelente biocompatibilidade deste material2, a 

ausência de efeitos  citotóxicos e genotóxicos3, e a capacidade de oferecer rigidez e 

formas adequadas favorecem o reparo ósseo1, diminuindo o período de fixação maxilo-

mandibular e permitindo abertura de boca precoce no período pós-operatório4. 

O principal problema que persiste com este material é sua aplicabilidade em 

crianças e adolescentes em fase de crescimento. Estudos demonstram que a rigidez da 

fixação com titânio ao longo do tempo causará modificações no padrão do crescimento 

ósseo localmente4,5.  Além disso, também em adultos, há a possibilidade de atrofia óssea 

6,7, presença e palpabilidade em regiões anatômicas proeminentes1,5, aumento do risco de 

infecção secundária1,7, afrouxamento ou extrusão da placa, sensibilidade ao frio, migração 

da placa ou de parafusos, interferência com imagens radiográficas e tratamento 

radioterápico, distorção de imagem de ressonância magnética, reações alérgicas, 

complicações fisiológicas ou psicológicas, migração intracraniana em operações crânio-

orbitárias7.

Em algumas das situações clínicas supracitadas, a remoção das placas e 

parafusos é indicada2,8. Em relação à incidência e aos fatores associados à remoção de 

placas, observou-se que 84% das placas removidas  o foram devido a sintomas como dor, 

deiscência e infecção, das quais 72% foram removidas após 1 ano da sua inserção9. 
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Todas as desvantagens relacionadas ao uso do titânio como material para fixação 

óssea conduziram a inúmeros estudos e pesquisas na tentativa de desenvolver uma 

alternativa para o uso do titânio, e, para tal, foram desenvolvidos os materiais 

reabsorvíveis, sob a forma de miniplacas e parafusos, que podem ser utilizados na 

fixação interna de fraturas e osteotomias. 

Este estudo teve por objetivo avaliar, histologicamente, a reação tecidual local, em 

calota craniana de ratos, frente à implantação de discos de poli (ácido L/D-láctico) e 

avaliar a sua toxicidade genética, pela indução de micronúcleos em eritrócitos 

policromáticos (EPC) na medula óssea de ratos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 POLÍMEROS BIORREABSORVÍVEIS

Em 1960 iniciaram-se as pesquisas e em seguida a produção dos primeiros 

materiais  reabsorvíveis  aprovados na indústria médica, sob a forma de materiais para 

sutura, obtidos a partir do ácido láctico e ácido glicólico10. Desde então, muitos outros 

dispositivos a partir de polímeros foram aceitos para o uso na área biomédica. Na cirurgia 

bucal e maxilofacial, só a partir de 1970 as pesquisas focaram os materiais  reabsorvíveis, 

como o ácido poli-L-láctico (PLLA), para a fixação interna de fraturas11. 

Os biomateriais temporários podem ser biodegradáveis, quando forem polímeros 

ou dispositivos sólidos que devido à degradação macromolecular sofrem dispersão in 

vivo, mas sem a eliminação dos produtos e subprodutos pelo organismo. Serão 

bioabsorvíveis  os  materiais poliméricos e dispositivos  que podem se dissolver em fluidos 

corpóreos sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou diminuição de massa 

molecular. Serão biorreabsorvíveis os materiais poliméricos ou dispositivos sólidos que 

mostram degradação através da diminuição de tamanho e que são reabsorvidos in vivo, 

por exemplo, materiais  que são eliminados por rotas metabólicas do organismo. A 

biorreabsorção é um conceito que reflete a eliminação total do material e dos subprodutos 

de degradação (compostos  de baixo peso molecular) sem efeitos colaterais residuais. Os 

materiais  poliméricos biorreabsorvíveis são os compostos  utilizados preferencialmente em 

dispositivos temporários12.
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Os polímeros compõem uma classe ampla de biomateriais, e na área biomédica 

existem várias pesquisas sendo desenvolvidas para o uso de materiais  poliméricos. Esses 

materiais  devem ser biocompatíveis e possuir propriedades mecânicas adequadas para 

que se possa implantar no corpo humano. Atualmente existe um grupo promissor de 

polímeros biocompatíveis que vem sendo utilizado em sistemas biológicos, baseado em 

poliésteres derivados do poli(α-hidróxi ácidos). Os principais polímeros desse grupo são o 

poli(L-ácido láctico) (PLLA), o poli(D-ácido láctico) (PDLA), o poli(DL-ácido láctido) 

(PDLLA), o poli(ácido glicólico)(PGA), a policaprolactona (PCL) e a poli(p-dioxanona) 

(PDO)12,13. Inicialmente, os polímeros possuem um peso molecular estável. Porém, em 

seu processo de degradação, o polímero é quebrado em unidades menores por hidrólise 

simples e há a diminuição do seu peso molecular. Os produtos de sua decomposição 

podem ser eliminados do corpo por vias metabólicas, como a via do ciclo do ácido cítrico, 

ou diretamente por excreção renal12. 

2.2 POLÍMEROS MAIS UTILIZADOS 

O poli(ácido láctico) (PLA) foi um dos primeiros polímeros pesquisados. 

Atualmente, ele é de grande interesse tecnológico devido às suas aplicações no campo 

ambiental, como plástico biodegradável, e, na área biomédica, como material 

biocompatível13. Ele pode ser utilizado de forma pura, ou mesmo em associações. Outro 

polímero muito usado, sendo o primeiro a ser fabricado sob a forma de miniplacas e 

parafusos, é o poli (ácido L-láctico) (PLLA). Este polímero biorreabsorvível é resistente às 

forças mecânicas mastigatórias e tem um tempo de degradação consideravelmente longo, 

de 2 a 6 anos. Quanto à biocompatibilidade, não há diferença estatisticamente significante 
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entre parafusos de PLLA e parafusos metálicos, não sendo observados sinal inflamatório 

ou reação de corpo estranho durante o acompanhamento de 36 a 51 meses, em 

coelhos14. Quando avaliado clínica e radiograficamente, este sistema foi capaz de 

promover relativa estabilidade no tratamento de pacientes que necessitaram de fixação de 

fraturas do processo condilar da mandíbula7.

Os implantes de PLLA apresentam capacidade mecânica de resistir a esforços 

musculares, mantendo a redução e fixação dos  segmentos ósseos, permitindo assim a 

cicatrização normal do osso. Contudo o tempo de degradação dos implantes de PLLA, 

que inicialmente era estimado de 12-18 meses, tem se mostrado muito maior15.  Bergsma 

et al. estudaram a causa de edema presente em alguns pacientes após 3,3 a 5,7 anos de 

implantação do PLLA para a fixação de fraturas instáveis  de zigoma. O material excisado 

demonstrou remanescentes de material PLLA parcialmente degradado, circunscrito por 

cápsula fibrosa e áreas de material de corpo estranho. Na investigação ultraestrutural, os 

autores observaram cristais de PLLA internalizado por várias células, e  concluíram que o 

PLLA se degrada vagarosamente em partículas com alta cristalinidade, e que a taxa de 

degradação intra e extracelular destas partículas  é muito baixa, pois após 5,7 anos de 

implantação, estas partículas ainda estavam incompletamente reabsorvidas6. 

Em humanos, há o relato de reações adversas ao PLLA, o que sugere que este 

polímero possui uma segunda fase de degradação, mais lenta e que está relacionada às 

complicações clínicas. Esta fase está relacionada à cristalinidade do material e depende 

do peso molecular inicial e níveis de monômeros residuais  do material, o que varia de 

acordo com cada fabricante16. Bergsma et al. relataram que as partículas  não degradadas 

de PLLA podem induzir e manter um edema clinicamente detectável, sugerindo que estas 

partículas podem já não ser consideradas como completamente biocompatíveis 6. 
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Na tentativa de aprimorar as propriedades dos polímeros, algumas associações 

entre polímeros diferentes são realizadas. Uma associação de polímeros bem conhecida 

e comercialmente disponível é o Sistema LactoSorb® (Walter Lorenz Surgical, 

Jacksonville, FL, USA), que é constituído de 82% de ácido poli-L-láctico (PLLA) e 18% de 

ácido poli-glicólico (PGA). Esta combinação de polímeros  possui baixa cristalinidade, fácil 

degradação e metabolismo pelo corpo. Este sistema é capaz de manter a rigidez por 2 

meses e tem reabsorção total em 9 a 12 meses, a maior parte através de hidrólise1. 

Testes mecânicos em mandíbulas de ovelhas comprovaram que não havia 

diferença significante na estabilidade das osteotomias sagitais de ramo mandibular 

fixadas com parafusos bicorticais de titânio ou com parafusos bicorticais do LactoSorb®5. 

Estudos em coelhos  demonstraram que este material, quando comparado ao titânio, 

proporcionava estabilidade suficiente para permitir o reparo ósseo mandibular, e que o 

processo de reabsorção do material não causava reação inflamatória aguda ou crônica ou 

reação de corpo estranho durante o período estudado1. 

Em um estudo clínico multicêntrico com 1883 pacientes utilizando-se o LactoSorb® 

para fixação óssea em cirurgia craniofacial de crianças e adolescentes, Eppley et al. 

encontraram apenas 0,4 % de infecção pós-operatória (8 pacientes), 0,3 % (5 pacientes) 

tiveram falha do dispositivo reabsorvível com deslocamento ósseo no pós-operatório 

imediato, porém a maioria dos casos com história de trauma associado; e 0,7 % (12 

pacientes) apresentaram reação de corpo estranho tardia. Os autores concluem que a 

fixação com placas e parafusos reabsorvíveis em reconstruções cranianas em pacientes 

pediátricos é tão segura e efetiva como os aparatos metálicos, e que a maior vantagem é 

a eliminação da necessidade por um segundo procedimento17.
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Edwards et al. avaliaram o uso do sistema LactoSorb® em 20 casos  de cirurgia 

ortognática. Os autores não fizeram uso de splint pós-operatório, e observaram, após 12 a 

25 meses, que não houve nenhuma complicação pós-operatória nem instabilidade 

oclusal. Os autores concluíram que este material pode ser usado como alternativa ao 

titânio pois possui excelente estabilidade óssea e oclusal, e mais importante, devido à 

característica menos rígida do material quando comparado ao titânio, ele permitiria um 

pequeno grau de flexão do material e micromovimentação óssea, o que permitiria 

pequenos e precoces ajustes e refinamentos oclusais  e sugere uma melhor acomodação 

da articulação têmporo-mandibular8.

Em 2003, num estudo com elementos finitos, Cox et al. concluíram que o sistema 

reabsorvível testado possui adequada força e rigidez para a aplicação com sucesso na 

fixação interna rígida de fraturas do ângulo mandibular18.

Suziki et al. avaliaram clinica e radiograficamente a capacidade do sistema 

reabsorvível à base de PLLA em fixar fraturas do processo condilar da mandíbula, e 

observaram que todas as fraturas tiveram boa redução anatômica e estabilidade a longo 

prazo, sem evidências de reabsorção do processo condilar7. 

 Já Lauglhin et al. avaliaram a performance do sistema reabsorvível em permitir o 

reparo de fraturas de mandíbula e restabelecimento da função, comparando a fixação 

metálica, e concluíram que os  dois  sistemas permitiram adequada união óssea dos 

segmentos fraturados19. 

Peltoniemi et al. avaliaram a biocompatibilidade e degradação de parafusos de 

PLLA e PGA comparados com parafusos de titânio em osteotomias no osso frontal em 

ovelhas, em contato com a duramater. Os autores não observaram reação de corpo 
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estranho, porém observaram que a degradação dos  parafusos compostos de PGA foi 

consideravelmente mais rápida do que os parafusos compostos de PLLA 20.

As vantagens da utilização de compostos  biorreabsorvíveis são inúmeras  em 

relação a outros procedimentos cirúrgicos  mais tradicionais. Dispositivos  de fixação 

interna, utilizados em cirurgias ortopédicas, perdem sua função de manter os tecidos 

unidos quando a recomposição estrutural óssea se conclui. Implantes biorreabsorvíveis 

para fixação interna apresentam a vantagem de eliminar uma segunda intervenção 

cirúrgica para a sua remoção. A utilização de polímeros biorreabsorvíveis ainda se 

encontra em estudo porém seu emprego é bastante promissor. Novos compostos são 

desenvolvidos e avaliados a cada ano e suas perspectivas  de utilização são 

imensas11,21,22,23.

A grande dificuldade do emprego de fixação interna rígida com materiais 

reabsorvíveis é o custo, já que todos os materiais disponíveis no mercado nacional são 

importados. 

A crescente aplicabilidade destes  materiais  biologicamente degradáveis, como 

material para fixação de fraturas  craniomaxilofaciais em crianças e adultos, vem abrindo 

caminho para as cirurgias de deformidades  faciais, que também irão se beneficiar do 

desenvolvimento destes materiais. 
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2.3 TESTES DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

O padrão internacional (ISO 10993) coloca exigências específicas para a 

biocompatibilidade, inclusive padrões para testes baseados na natureza de contato e na 

duração da implantação do biomaterial. Tais  padrões estipulam que todos os materiais 

que entrarem em contato por mais  de trinta dias com a mucosa, osso, ou tecido dental, 

como também todos os dispositivos de implante cujo contato exceder 24 horas, têm de 

sofrer prova de genotoxicidade24.

A genotoxicidade é uma especialidade relativamente recente, também denominada 

de genética toxicológica. Visa ao estudo dos processos que alteram a base genética da 

vida, quer seja em sua estrutura físico-química, o DNA (ácido desoxirribonucléico), 

processo classificado como mutagênese; quer seja na alteração do determinismo 

genético a níveis celulares ou orgânicos, identificados respectivamente como 

carcinogênese e teratogênese. Estas três especialidades são agrupadas em uma área de 

estudo, pois um mesmo produto pode desencadear os três  defeitos, a mutagênese, a 

carcinogênese e a teratogênese25.

Inúmeras técnicas que detectam danos no DNA têm sido utilizadas para identificar 

substâncias com atividade genotóxica. O teste de micronúcleos em eritrócitos 

policromatófilos (EPC) é um teste padrão de mutagenicidade cromossômica. 

Quanto às fases de divisão celular, o ciclo celular pode ser dividido em G0, G1, 

fase S, G2 e mitose. O período G0 ocorre entre duas divisões celulares, quando a célula 

não se divide, como ocorre com a maioria dos linfócitos e eritrócitos presentes no sangue 

periférico26. 
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Figura 1. Fases do ciclo celular (Zago et al. 26).

A célula depende de estímulos externos para sair da fase G0 e dar continuidade ao 

ciclo celular. A fase de mitose é a mais importante, está dividida em prófase, prometáfase, 

metáfase, anáfase e telófase.  Na metáfase, os  cromossomos estão localizados na placa 

equatorial da célula no seu estado mais condensado. Nesta fase, são estudadas as 

aberrações cromossômicas instáveis, bem como é possível estudar o cariótipo na 

investigação de doenças hematológicas. Na anáfase, as cromátides irmãs são separadas, 

e cada uma migra para as extremidades opostas das células que darão origem às células 

filhas. Na telófase, ocorre a reconstituição da membrana nuclear e a divisão do citoplasma 

(citocinese), que dá origem às duas  células filhas. Os micronúcleos, que resultam das 

aberrações cromossômicas instáveis ou de perdas de cromossomos inteiros, podem ser 

visualizados nesta etapa27.
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Figura 2. Estágios da mitose (Alberts et al. 27) 

Os micronúcleos são pequenos corpúsculos compostos por material 

cromossômico. Após a separação das cromátides no processo mitótico dois  núcleos são 

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

conjuntos cromossômicos. Mas se um cromossomo inteiro ou um fragmento 

cromossômico acêntrico não se integra ao novo núcleo (por não estar unido ao fuso), este 

também pode constituir um pequeno núcleo individual, chamado micronúcleo28. 

Os micronúcleos são estruturalmente pequenos núcleos representando o material 

genético que foi perdido pelo núcleo principal, como consequência de um dano genético 

que pode ser causado por agentes físicos, químicos ou biológicos, capazes de interferir 

no processo de ligação do cromossomo às fibras do fuso, ou que possam induzir à perda 

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

portanto, detecta mutagênese cromossômica em eucariotos do tipo clastogênese, 

aneugênese e danos no fuso mitótico28. 
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 A presença de micronúcleo pode ser tomada como indicação da existência prévia 

de aberração cromossômica. O micronúcleo aparece pela primeira vez no final da 

primeira divisão mitótica, após  clastogênese ou aneugênese, porém micronúcleos 

adicionais podem se formar nas divisões seguintes29. Processos físicos, químicos ou 

biológicos que interfiram no professo de ligação do cromossomo às microfibrilas do fuso 

(aneugênicos), e aqueles que quebram cromossomos (clastogênicos), podem induzir à 

perda de material genético, levando à genotoxicidade ou mutagenicidade. A análise de 

micronúcleos é usada como avaliação indireta de aberrações cromossômicas, apresenta 

alta correlação com a análise de aberrações cromossômicas, e uma vez que o eritrócito 

policromático (EPC) tem um ciclo preciso e uma idade limitada, o micronúcleo presente 

em EPC é sempre resultado de um evento recente30. 

Com relação à avaliação de genotoxicidade para os polímeros  biorreabosrvíveis  de 

fixação óssea, apenas encontram-se trabalhos na literatura mostrando a ausência de 

efeitos citotóxicos do PLLA em nível de cultura celular31 , porém ainda não há dados  sobre 

a avaliação de micronúcleos relacionados ao uso de polímeros a base de PLLA. 
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3 PROPOSIÇÃO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo avalia, histologicamente, a reação tecidual local, em calota craniana de 

ratos, frente à implantação de discos de poli (ácido L/D-láctico) e avalia sua toxicidade 

genética pela indução de micronúcleos em eritrócitos policromáticos (EPC) na medula 

óssea de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Avaliar o infiltrado inflamatório relacionado aos discos de poli (ácido L/D-láctico), 

em calota craniana de ratos, nos períodos de 15, 30, 90 e 120 dias de implantação, 

principalmente quanto ao contato direto com a duramáter;

- Avaliar se há reação inflamatória do tipo corpo estranho à implantação deste 

biomaterial;

- Avaliar, a partir de 30 dias de implantação, a neoformação óssea nos defeitos 

induzidos na calota craniana;
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- Avaliar se em 90 ou 120 dias haverá algum grau de reabsorção (degradação) do 

material testado;

- Investigar a toxicidade genética do poli (ácido L/D-láctico) pela indução de 

micronúcleos em eritrócitos policromáticos (EPC) na medula óssea de ratos.

  36



!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

                                                                                             "#$%&%'%()* 

 

  37



4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ÉTICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida à avaliação e à aprovação pela Comissão Científica e 

de Ética da Faculdade de Odontologia da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul (CCE-FO- PUCRS) e protocolado sob o número 072/08 (Anexo 1) bem como pelo 

Comitê de Ética para o Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul (CEUA-PUCRS) sob o registro 08/00066, ofício 020/09 (Anexo 2). Nesta pesquisa 

foram adotados  os Princípios Éticos em Experimentação Animal, preconizados pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) (Anexo 3), instituição filiada ao 

International Council for Laboratory Animal Science e a Lei Arouca (Anexo 4). Foram 

utilizados instrumentais  e materiais  cirúrgicos dentro das normas de biossegurança, 

padronizados para todos os grupos, esterilizados por autoclave a 135ºC, equipamentos 

de proteção individual, além de sedativos, anestésicos e analgésicos  para uso veterinário, 

e os materiais em teste. 

4.2 CARACTERIZAÇÃO

Esta pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pós-graduação em Odontologia, 

área de concentração Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, da Faculdade de 
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Odontologia da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), como 

parte integrante da linha de pesquisa  Diagnóstico e Terapêutica Aplicada. 

4.3 PROBLEMAS

a) Qual é o efeito causado pela implantação de discos de poli (ácido L/D-láctico)   

em defeitos  ósseos criados na calota craniana de ratos, quando avaliada a reação 

tecidual local?

b) A implantação de discos de poli (ácido L/D-láctico) poderá induzir 

mutagenicidade? 

4.4 HIPÓTESES

a) os discos de poli (ácido L/D-láctico) implantados em calotas cranianas de ratos 

não desencadeiam reação inflamatória ou reação de corpo estranho quando avaliado 

histologicamante.

b) os discos de poli (ácido L/D-láctico) não desencadeiam mutagenicidade.
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4.5 CONFIGURAÇÃO DA AMOSTRA 

 Para composição 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 período experimental no Vivário da Faculdade de Farmácia da 

PUCRS (Sala 108, Bloco E, Prédio 12).

4.6 ORGANIZAÇÃO DOS GRUPOS

 

Para a avaliação da reação tecidual, 20 animais foram divididos aleatoriamente em 

4 grupos de 5 animais cada, de acordo com o período de eutanásia (15, 30, 90 e 120 

dias). Cada animal fez parte do grupo experimental e do grupo controle ao mesmo tempo 

(Tabela 1).

Tabela 1. Organização dos grupos para avaliação histológica. Dados da pesquisa (2009).

Grupo Experimental e Grupo ControleGrupo Experimental e Grupo ControleGrupo Experimental e Grupo ControleGrupo 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 análise de genotoxicidade, dos 20 animais  já operados, foram avaliados os 

grupos 90 e 120 dias  de implantação, além dos 5 animais do grupo controle negativo 

(Tabela 2).

Tabela 2. Organização dos grupos para avaliação 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 períodos de tempo de observação escolhidos foram 15, 30, 90 e 120 dias. 

Como o metabolismo do rato é muito rápido, o objetivo desta pesquisa era avaliar os 

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

Durante todo o período em que a pesquisa aconteceu, os animais ficaram alojados 

sob condições satisfatórias, em estante ventilada fechada (Estante ALE 9902.001 2 

portas, Marca Alesco), com controle de temperatura e umidade, luz fria, entrada e saída 

de ar filtrado. Receberam alimentação do tipo sólida adequada aos  mesmos e água ad 

libitum durante todo o experimento. Os mesmos foram mantidos em gaiolas tipo caixa 

plástica padronizadas, etiquetadas e identificadas com o número do grupo a que 

pertencem, data de nascimento, peso, data da cirurgia, data do óbito, nome do 

pesquisador e orientador responsável pelo experimento. 
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Os procedimentos de manipulação e alimentação foram realizados diariamente, 

durante todo o período do experimento, seguindo a dieta padrão do Vivário, trocando-se a 

serragem e lavando-se as gaiolas com água corrente e sabão a cada 48 horas, de acordo 

com a rotina do Vivário.

4.7 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO

Para que os animais pudessem ser incluídos nesta pesquisa deveriam:

- ser da raça proposta;

- estar em bom estado nutricional;

- chegar ao final do período de observação com bom estado de saúde.

Os critérios para a exclusão dos animais  incluíram a presença de complicações 

(infecções, necrose, deiscência de sutura, debilitação do estado geral) trazendo 

problemas e desconforto ao animal durante o período do experimento e no momento da 

morte dos mesmos.

  42



4.8 CARACTERÍSTICAS DO MATERIAL UTILIZADO 

Foram utilizados nesta pesquisa 20 discos de poli(ácido L/D-láctico) (95/5%), 

fabricados e fornecidos  pela empresa NeoOrtho (NeoOrtho®, Curitiba, Paraná, Brasil). Os 

discos possuem 4 milímetros de diâmetro e 2 milímetros de espessura. O material ainda 

não possui um nome comercial (Figura 3). 

Figura 3. Discos de poli(ácido L/D-láctico) (95/5%). NeoOrtho®, Curitiba, Paraná, 
Brasil
Fonte: Dados da pesquisa (2009).
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4.9 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO PARA AVALIAÇÃO TECIDUAL

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados no Laboratório de Farmacologia 

Aplicada (sala 148), da Faculdade de Farmácia da PUCRS, sob a supervisão da Profa. 

Dra. Maria Martha Campos e da Profa. Dra. Fernanda Bueno Morrone. Os procedimentos 

cirúrgicos foram realizados em ambiente separado do ambiente de criação (Sala 108, 

Bloco E, Prédio 12). Assim sendo, os animais  não foram expostos à tensão de ruídos, 

odores ou até mesmo visão dos procedimentos realizados. 

Após a pesagem, os 25 animais foram submetidos à 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 orientações do fabricante. Com 

a indução anestésica, esperou-se a perda de consciência, ausência de movimento, 

desaparecimento dos reflexos palpebrais, ritmo respiratório constante e principalmente a 

analgesia. 

Nesta etapa, somente 20 animais sofreram procedimentos cirúrgicos. Os outros 5 

animais receberam medicação pós-operatória da mesma maneira que os animais que 

foram operados. Com isto, esperou-se que os  5 animais que fizeram parte do grupo 

controle para avaliação da genotoxicidade recebessem as mesmas medicações pré e 

pós-operatórias que os animais que receberam o material em teste.

Uma vez atingido o estado anestésico, cada animal foi colocado sobre uma 

prancha cirúrgica, em decúbito ventral e imobilizado. Realizou-se a epilação na região 

fronto-pariental. A tricotomia foi realizada com o uso de um depilador apropriado para 

ratos. A antissepsia da região epilada foi realizada com PVP-I aquoso (Figura 4). 
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A B

Figura 4. (A) Tricotomia e (B) Antissepsia 
Fonte: Dados da pesquisa (2009).

A técnica operatória, após a tricotomia, seguiu a mesma padronização para todos 

os animais, independente do grupo a que pertenciam e foi realizada por um único 

pesquisador, calibrado antecipadamente, com o intuito de proporcionar fidelidade nos 

procedimentos cirúrgicos  realizados. Esta metodologia foi semelhante a outros trabalhos 

já realizados anteriormente na Faculdade de Odontologia – PUCRS (Dissertação de 

Frederico Saueressig – CEP 0025/04).

O acesso à calota craniana foi realizado por meio de uma incisão bicoronal, com 

2,5 centímetros  de extensão, realizada na pele e tecido subcutâneo, no centro da região 

fronto-pariental, com o uso de lâmina de bisturi número 15, montada em cabo de bisturi 

número 3 (Figura 5). 
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A pele e o tecido subcutâneo foram divulsionados com as pontas  rombas de uma 

tesoura tipo Metzembaum, até que o periósteo estivesse exposto. Em seguida, o 

periósteo também foi incisado com a lâmina de bisturi número 15, montada em cabo de 

bisturi número 3. 

A BA

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

Após o descolamento do periósteo, foram realizadas duas  ostectomias circulares, 

com broca do tipo trefina, de 4,1 milímetros de diâmetro, adaptada em peça de mão, 

montada em motor elétrico da Marca NSK com velocidade de 1200 rpm e irrigação 

constante com solução estéril de cloreto de sódio a 0,9% (Figura 5). As perfurações da 

calota craniana foram realizadas uma em cada osso parietal, separadas pela sutura 

mediana parietal, na metade mais inferior destes ossos (Figura 6). Na perfuração do lado 

direito foi inserido um disco de poli(ácido L/D-láctico), de tal maneira que fique em contato 
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com a duramáter, inferiormente, e com o periósteo, superiormente. A perfuração do lado 

esquerdo foi preenchida por coágulo sanguíneo do animal, servindo desta forma como 

grupo controle (Figura 7).

BA

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

A

Figura 7. (A) Defeito ósseo preenchido com discos de poli(ácido L/D-láctico) 
Fonte: Dados da pesquisa (2009).
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A sutura dos planos anatômicos foi realizada com pontos interrompidos simples. 

Utilizou-se fio de nylon preto (5-0), de 45 centímetros de comprimento, montado em 

agulha atraumática semicircular de 1,5 centímetros de comprimento (Figura 8).

  

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

Durante o pós-operatório 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. Após, foi diluído na água, o analgésico Tylenol® 200mg/mL, na dose 

de 50mg/Kg de peso corporal, de 8 em 8 horas, durante os 2 dias seguintes de pós-

operatório. Todos os animais foram acompanhados  pela equipe da pesquisa durante o 

pré, trans e pós-operatório.
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Ao final do procedimento os animais foram recolocados nas suas respectivas 

gaiolas do mesmo modo que no período pré-operatório. Foram examinados 

semanalmente, anotando-se as  condições das feridas e suas complicações nas fichas 

individuais.

4.10 PREPARO E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

A eutanásia dos  animais foi realizada nos intervalos  de tempo apropriados (15, 30, 

90 e 120 dias após a cirurgia), por inalação contínua de isoflurano, até parada cárdio-

respiratória, evitando-se sofrimento e proporcionando uma manipulação mais correta, sob 

o ponto de vista bioético. 

Após a constatação do óbito pela ausência dos  sinais vitais, nos 20 animais  

operados para implantação dos discos de poli (ácido L/D-láctico) realizou-se o acesso à 

calota craniana através de uma incisão transversal linear na região cervical, na base do 

occipital, seguida pela dissecção da pele e tecido subcutâneo e retirada da calota 

craniana (periósteo e osso parietal) com o auxílio  de brocas  cilíndricas número 701 

adaptadas em peça de mão, montadas em motor de baixa rotação, e sob irrigação 

constante com solução de cloreto de sódio 0,9%.  

As amostras foram colocadas em vidros previamente preparados e identificados 

com etiquetas, contendo solução de formalina tamponada a 10%, e mantidas por  um 

período mínimo de 48 horas, tempo necessário para a fixação, até o momento do seu 

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

(2009).

AmostrasAmostras Região defeito 
por trefina

Grupo 15 dias
Grupo Experimental 5 amostras

Grupo 15 dias Grupo Controle 5 amostras 

Grupo 30 dias
Grupo Experimental 5 amostras

Grupo 30 dias Grupo Controle 5 amostras 

Grupo 90 dias
Grupo Experimental 5 amostras 

Grupo 90 dias Grupo Controle 5 amostras 

Grupo 120 dias
Grupo Experimental 5 amostras 

Grupo 120 dias Grupo Controle 5 amostras 

Cada recipiente foi identificado com a região, sítio ou órgão, o número código do 

animal e o grupo a que pertencem. Os restos mortais foram destinados ao lixo sanitário 

da PUCRS.

4.11 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO PARA A AVALIAÇÃO DA REAÇÃO 

TECIDUAL POR MICROSCOPIA ÓPTICA 

O processamento histológico das amostras foi realizado no Laboratório de 

Patologia da Faculdade de Odontologia da PUCRS, seguindo a rotina laboratorial 

padronizada. Para a avaliação através de Microscopia Óptica, as amostras passaram por 

um período de fixação (de no mínimo 24 horas e no máximo 72 horas) em formalina 

tamponada 10% (pH 7,0). As amostras contendo tecido ósseo foram submetidas à 
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descalcificação por solução de ácido nítrico aquoso a 5%, trocada diariamente, por 2 a 4 

dias, e após procedeu-se ao corte da peça na região central do defeito/disco em duas 

porções. Após as amostras foram submetidas ao processo de desidratação, diafanização 

e inclusão em parafina. Os espécimes foram então emblocados em parafina e submetidos 

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

calota, na porção de maior diâmetro dos discos de poli(ácido L/D-láctico). Em seguida, 

todas as lâminas obtidas foram submetidas à técnica histoquímica de coloração 

hematoxilina-eosina (H&E), e após o término do processamento estavam prontas para 

avaliação ao Microscópio Óptico. 

As lâminas foram codificadas de modo que o observador não tivesse conhecimento 

do grupo a que pertenciam.

4.12 CRITÉRIOS DE AVALIAÇÃO E ESTUDO MICROSCÓPICO

Para a avaliação da reação tecidual aos discos de poli(ácido L/D-láctico), foi 

realizada análise descritiva dos seguintes elementos32:

- tecido de granulação

- polimorfonucleares neutrófilos

- polimorfonucleares eosinófilos

- infiltrado linfo-plasmocitário

- macrófagos
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- fibroplasia

- neoformação óssea

Cada elemento foi descrito da seguinte forma: (1) ausência (nenhuma ou até 2 

células no campo), (2) presença em quantidade discreta e relacionada ao material teste 

(presença de células  em até 20% do campo) e (3) presença em quantidade moderada a 

intensa e relacionada ao material teste (células em mais de 20% do campo). As lâminas 

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

4.13 PROCESSAMENTO PARA AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE 

O processamento das amostras para avaliação da genotoxicidade foi realizado pelo 

Instituto de Educação para Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação Tecnológica - ROYAL,  

Unidade Genotox - Royal (Anexo 5). Após a constatação do óbito dos animais, ambos os 

fêmures de cada animal foram removidos e o conteúdo da medula óssea extraído 

diretamente sobre uma lâmina com uma gota de soro bovino fetal, e homogeinizada. Com 

este material foi feito um esfregaço, obtendo-se duas lâminas de cada fêmur. As lâminas 

foram secas, fixadas em metanol e coradas uma lâmina de cada fêmur com Giemsa e a 

outra com Acridine Orange. Após a coloração, as lâminas  foram enxaguadas em água 

destilada, secas e analisadas. 

Uma série de campos ao acaso foram observados com objetiva de imersão. Foi 

determinada, em microscópio óptico, a relação EPC em 1000 eritrócitos (500 por lâmina) 

nas lâminas coradas com Giemsa. As lâminas coradas com Acridine Orange foram 
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analisadas em microscópio de fluorescência, sendo avaliados 2.000 EPC de cada animal, 

sendo 1.000 EPC de cada lâmina, registrando-se a frequência de micronúcleos  por lâmina 

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

4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a realização dos testes estatísticos, 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 padrão 

normal, e todos os outros comparados com ele, separadamente e combinados. Estes 

foram analisados pelo teste Dunnet’s Multipli Comparison Test e o nível de significância 

mínimo 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 

lâminas do grupo com poli(ácido L/D-láctico) apresentaram o dobro da frequência de EPC 

com micronúcleos que as lâminas do controle negativo em, pelo menos, um grupo teste 

ou quando o aumento de mutações nas lâminas do grupo com poli (ácido L/D-láctico) foi 

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

Durante todo o período de observação desta pesquisa, os animais  permaneceram 

saudáveis, com cicatrização normal e sem evidências de infecção da região operada ou 

deiscência de sutura.

5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DA AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

5.1.1. Período de avaliação 15 dias

Grupo controle: o defeito ósseo apresentou-se nítido e bem evidenciado. Não 

houve neoformação óssea em nenhuma região do defeito. Observou-se na área central 

do defeito, área de contato com a duramáter, a formação de uma grande quantidade de 

tecido conjuntivo desorganizado, infiltrado inflamatório crônico discreto, alguns vasos 

sanguíneos neoformados e muitas hemácias (hemorragia) dentro do tecido de 

granulação. Nos campos estudados, não foram observados episódios de necrose óssea, 

somente processo de remodelamento ósseo por reabsorção nas bordas do defeito devido 

à ostectomia (Figura 9).
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Figura 9. Defeito controle aos 15 dias de observação. Observação do coágulo 
preenchendo o defeito. Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

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

(ácido L/D-láctico) apareceu nítido e bem evidenciado. Não se observou neoformação 

óssea nas bordas do defeito. Notou-se que abaixo do disco de poli (ácido L/D-láctico) 

formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo em contato com a duramáter, ainda 

desorganizado, com fibras colágenas mais  frouxas, infiltrado inflamatório crônico discreto 

e poucas hemácias (hemorragia) no tecido conjuntivo. Nos campos estudados, não foram 

observados episódios de necrose,  nem reação de corpo estranho (Figura 10). 

Figura 10. Defeito experimental aos 15 dias de observação. Observação do espaço 
ocupado pelo disco de poli(ácido L/D-láctico). Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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5.1.2. Período de avaliação 30 dias

Grupo controle: o defeito ósseo apresentou-se nítido e bem evidenciado. Não há 

neoformação óssea em nenhuma região do defeito. Observou-se na área central do 

defeito, área em contato com a duramáter, a formação de uma menor quantidade de 

tecido conjuntivo mais  organizado, com fibras colágenas em arranjo paralelo, ausência de 

infiltrado inflamatório, vasos sanguíneos neoformados e hemácias acima do tecido 

conjuntivo. Nos campos estudados, não foram observados episódios de reabsorção óssea 

nem reação de corpo estranho (Figura 11).

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

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

(ácido L/D-láctico) apareceu nítido e bem evidenciado. Observou-se a neoformação óssea 

nas bordas do defeito, migrando abaixo do local ocupado pelo disco de poli (ácido L/D-

láctico) seguindo a delimitação dada pela duramáter. Notou-se que abaixo do disco 

formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo, ainda desorganizado, com fibras 
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colágenas mais frouxas, infiltrado inflamatório crônico discreto e poucas hemácias 

(hemorragia) no tecido conjuntivo (Figura 12). 

Figura 12. Defeito experimental aos 30 dias de observação. Observação do espaço 
ocupado pelo disco de poli(ácido L/D-láctico). Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

5.1.3. Período de avaliação 90 dias

Grupo controle: o defeito ósseo apresentou-se nítido e bem evidenciado. Neste 

períodos as lâminas avaliadas já mostravam neoformação óssea nas bordas do defeito. O 

tecido ósseo neoformado apresentou-se bem celularizado. Observou-se na área central,  

em contato com a duramáter, a presença de tecido conjuntivo organizado, com fibras 

colágenas distribuídas de forma paralela e organizada, ausência de infiltrado inflamatório 

e vascularização normal (Figura 13). 
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Figura 13. Defeito controle aos 90 dias de observação. Observação do tecido 
conjuntivo fibroso preenchendo o defeito e da diminuição do diâmetro do defeito. 
Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

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

(ácido L/D-láctico) apareceu nítido e bem evidenciado. Houve neoformação óssea nas 

bordas do defeito e migrando abaixo do local ocupado pelo disco de poli (ácido L/D-

láctico) em contato com a duramáter. O tecido ósseo neoformado apresentou-se bem 

celular. Notou-se que abaixo do disco formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo 

organizado e  com fibras colágenas mais frouxas, ausência de infiltrado inflamatório e 

hemácias (Figura 14). 

Figura 14. Defeito experimental aos 90 dias de observação. Observação do espaço 
ocupado pelo disco de poli(ácido L/D-láctico) e da neoformação óssea abaixo do 
disco. Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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5.1.4. Período de avaliação 120 dias

Grupo controle: o defeito ósseo apresentou-se nítido e bem evidenciado. Neste 

períodos as lâminas avaliadas já mostravam neoformação óssea nas bordas ósseas, com 

redução visível do diâmetro do defeito. O tecido ósseo neoformado apresentou-se bem 

celularizado. Observou-se na área central do defeito a presença de tecido conjuntivo 

organizado, com fibras colágenas  distribuídas de forma paralela e organizada, ausência 

de infiltrado inflamatório e vascularização normal (Figura 15). 

Figura 15. Defeito controle aos 120 dias de observação. Observação do tecido 
conjuntivo fibroso preenchendo o defeito e da diminuição do diâmetro do defeito pela 
neoformação óssea nas margens do defeito. Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

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

(ácido L/D-láctico) apareceu nítido e bem evidenciado. Houve neoformação óssea nas 

bordas do defeito e migrando abaixo do local ocupado pelo disco. O tecido ósseo 

neoformado apresentou-se bem celular. Notou-se que abaixo do disco de poli (ácido L/D-
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láctico), em contato com a duramáter, formou-se uma fina camada de tecido conjuntivo 

organizado e com fibras colágenas mais frouxas, ausência de infiltrado inflamatório e 

hemácias (Figura 16).  

Figura 16. Defeito experimental aos 120 dias de observação. Observação do espaço 
ocupado pelo disco de poli(ácido L/D-láctico) e da neoformação óssea abaixo do 
disco. Coloração HE (40X).
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

5.2 RESULTADO DA AVALIAÇÃO DE GENOTOXICIDADE

Para a avaliação da capacidade de discos de poli(ácido L/D-láctico) implantados em 

ratos induzir mutações cromossômicas, foi realizado o Teste de Micronúcleos em 

eritrócitos policromatófilos (EPC) da medula óssea. Para tal, realizou-se este teste em 5 

ratos do grupo 90 dias, 5 ratos do grupo 120 dias e 5 animais em que não foram inseridos 

nenhum disco, que fizeram parte do grupo controle negativo. Analisou-se a proporção de 

eritrócitos policromatófilos  (EPC) e presença de micronúcleos.
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Figura 17. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que nenhum disco de poli(ácido L/D-láctico) foi implantado. Grupo 
controle negativo.  Lâminas coradas com Giemsa. (A) eritrócito normocromático; (B) 
eritrócito policromatófilo; (c) eritrócito policromático micronucleado. 
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

 Figura 18. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que nenhum disco de poli(ácido L/D-láctico) foi implantado. Grupo 
controle negativo.  Lâminas coradas com Acridine Orange. 
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

A

B

C
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Figura 19. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que discos de poli(ácido L/D-láctico) estiveram implantados por um 
período de 90 dias. Lâminas coradas com Giemsa. 
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Figura 20. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que discos de poli(ácido L/D-láctico) estiveram implantados por um 
período de 90 dias. Lâminas coradas com Acridine Orange.
Fonte: Dados da pesquisa (2009)
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Figura 21. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que discos de poli(ácido L/D-láctico) estiveram implantados por um 
período de 120 dias. Lâminas coradas com Giemsa.
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

Figura 22. Avaliação da presença de eritrócitos policromatófilos em medula óssea de 
ratos, no grupo em que discos de poli(ácido L/D-láctico) estiveram implantados por um 
período de 120 dias. Lâminas coradas com Acridine Orange.
Fonte: Dados da pesquisa (2009)

  64



5.2.1  Proporção de Eritrócitos Policromatófilos (EPC)

Para a avaliação da proporção de eritrócitos policromatófilos, foram contados, de 

cada animal, 1000 eritrócitos para avaliar a frequência dos eritrócitos policromatófilos 

(EPC). A redução nos mesmos pode significar toxicidade sobre a medula óssea, e pode 

produzir, eventualmente, falsos negativos. Os números referentes aos EPC em 1000 

eritrócitos são apresentados na Tabela 4. 

Tabela 4. Ensaio de Micronúcleos. Número de Eritrócitos Policromatófilos (EPC) em 1000 
eritrócitos, média e desvio padrão por grupo.

Grupo Fêmures
Número de EPC em 1000 eritrócitosNúmero de EPC em 1000 eritrócitosNúmero de EPC em 1000 eritrócitosNúmero de EPC em 1000 eritrócitosNúmero de EPC em 1000 eritrócitosNúmero de EPC em 1000 eritrócitos

Grupo Fêmures IndividualIndividualIndividualIndividualIndividual Por grupo
Média ± dp

C -

A 359 300 330 303 281

626,4 ±  40,4

C - B 305 320 324 330 280

626,4 ±  40,4

C -

Σ 664 620 654 633 561 626,4 ±  40,4

90 dias

A 270 300 340 321 -

617,0 ±  46,8

90 dias B 280 342 315 300 -

617,0 ±  46,8

90 dias

Σ 550 642 655 621 a 617,0 ±  46,8

120 dias

A 375 350 378 290 300

668,2 ±  50,1

120 dias B 300 353 350 322 323

668,2 ±  50,1

120 dias

Σ 675 703 728 612 623 668,2 ±  50,1

a- óbito espontâneo uma semana antes do abate.

De acordo com a avaliação estatística realizada, não foi detectada redução 

significativa (p < 0,05) da frequência de EPC em relação ao controle negativo em nenhum 

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

Para a avaliação da presença de micronúcleos (mEPC), foram analisados 2.000 

eritrócitos policromatófilos (EPC) por animal. Foram analisados 1000 EPC por lâmina, de 

cada animal foram analisadas duas lâminas diferentes. Os resultados são apresentados 

na Tabela 5. 

Tabela 5. Ensaio de Micronúcleos. Número de Eritrócitos Policromatófilos  com 
micronúcleos (mEPC) em 1000 eritrócitos, média e desvio padrão por grupo.

Grupo Fêmures
mEPC em 2000 EPCmEPC em 2000 EPCmEPC em 2000 EPCmEPC em 2000 EPCmEPC em 2000 EPCmEPC em 2000 EPC

Grupo Fêmures IndividualIndividualIndividualIndividualIndividual Por grupo
Média ± dp

C -

A 3 0 1 4 4

5,0 ±  3,2

C - B 4 1 2 5 1

5,0 ±  3,2

C -

Σ 7 1 3 9 5 5,0 ±  3,2

90 dias

A 4 2 0 0 -

2,7 ±  2,3

90 dias B 2 1 1 1 -

2,7 ±  2,3

90 dias

Σ 6 3 1 1 a 2,7 ±  2,3

120 dias

A 6 7 2 3 3

8,8 ±  4,3

120 dias B 5 7 4 0 7

8,8 ±  4,3

120 dias

Σ 11 14 6 3 10 8,8 ±  4,3

a- óbito espontâneo uma semana antes do abate.

De acordo com a análise estatística realizada, nenhuma diferença entre os grupos 

foi detectada, não foi detectado aumento significante (p < 0,05) nos EPC com 

micronúcleos, a frequência não dobrou e não houve correlação dose-resposta (ANOVA, 

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

Atualmente inúmeras pesquisas demonstram resultados positivos  em relação ao 

uso dos materiais reabsorvíveis para a fixação interna rígida dos segmentos ósseos 

osteotomizados. Estudos in vitro6,7,12,24 e acompanhamentos clínicos e radiográficos    

8-11,13-15 comprovam suas qualidades biomecânicas em conter os segmentos ósseos 

durante o período de consolidação/cicatrização, além da ausência de reação tecidual 

inflamatória e de corpo estranho. Estudos  de citotoxicidade e cultura celular31 foram 

desenvolvidos para entender o efeito sistêmico induzido pelos polímeros reabsorvíveis, 

principalmente o PLLA, em nível celular. 

A principal indicação para o uso de placas e parafusos reabsorvíveis  são crianças e 

jovens em fase de crescimento. Neste grupo, o uso destes polímeros elimina os  riscos 

potenciais do metal e a necessidade de um segundo procedimento para remoção deste 

dispositivo de fixação13-15. Diversos estudos já documentam o uso destes polímeros  em 

crianças, principalmente na cirurgia craniofacial. O surgimento de complicações  

documentadas nesta população é limitado. Em um estudo retrospectivo de 1883 

craniossinostoses em crianças de até 2 anos de idade, foram observadas poucas 

complicações e a taxa de complicações que necessitou de reparação ficou em 0,3%. Este 

trabalho documenta a segurança e o longo tempo de uso de fixação reabsorvível, e 

conclui que a fixação óssea reabsorvível para calotas cranianas em crescimento rápido 

tem menor potencial de complicações que o tradicional uso de placas metálicas, 

parafusos e fios13. 
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Existem disponíveis  no mercado diversos materiais  para fixação óssea 

reabsorvíveis e as associações de polímeros são várias. Cada associação possui uma 

particularidade na biomecânica ou no tempo de reabsorção do material. Os relatos na 

literatura de algumas reações adversas ao PLLA, relacionadas a uma possível segunda 

fase de degradação, mais lenta e relacionada à cristalinidade do material, depende 

basicamente do peso molecular inicial e níveis  de monômeros residuais do material, o que 

varia de acordo com cada fabricante16 . Desta forma, é muito importante a realização de  

estudos in vitro e in vivo, tanto em nível celular como em nível sistêmico, avaliando o grau 

de toxicidade dos materiais a serem utilizados. 

Quanto à reação tecidual local, foi observado, neste trabalho, que nos períodos 

precoces do contato dos discos de poli(ácido L/D-láctico), implantados em defeitos  ósseos 

criados em calotas cranianas de ratos, ocorreu a formação de um tecido conjuntivo 

fibroso, e inicialmente desorganizado, circunscrevendo o material. Já no grupo controle, 

este tecido conjuntivo preenchia toda a área central do defeito ósseo. 

Nos períodos de 15 e 30 dias  ainda podiam ser vistas hemácias no interior do 

tecido conjuntivo que preenchia o defeito ósseo, porém estas provavelmente eram 

originadas do trauma resultante da realização da ostectomia. Porém a presença dos 

discos de poli(ácido L/D-láctico) serviu como um tampão compressivo, contendo esse 

sangramento tecidual, pois no grupo controle negativo a quantidade de hemácias nos 

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

Durante todo o período em que o estudo ocorreu, observou-se a presença de 

infiltrado inflamatório de baixa intensidade característico de processos de reparo ósseo 

normais. Quando este esteve presente, foi discreto, com menos de 20 células do tipo 

linfo-plasmocitárias por lâmina 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 Pihlajamäki et al., que relataram não encontrar 

complicações inflamatórias com o uso dos materiais  reabsorviveis  para fixação, nem 

reação de corpo estranho 1,14.

No período do estudo não foram observadas células gigantes multinucleadas nem 

macrófagos, dado este que concorda com os achados de Walton e Cotton, que só 

observaram estas  células num período mais avançado da pesquisa, ao final do primeiro 

ano de implantação do material. Os autores comentam que a primeira reação tecidual 

encontrada ocorre nos primeiros 3 meses, e após o material testado passa por um 

período não reativo. E a segunda reação tecidual está associada aos sinais iniciais de 

degradação estrutural do PLLA, porém isso só começa a acontecer após um ano da 

implantação do material16.

Quanto ao reparo ósseo, durante os períodos mais tardios da pesquisa (90 e 120 

dias), não foi observada degradação dos discos de poli(ácido L/D-láctico), e a área 

ocupada pelo disco se manteve a mesma. Porém ocorreu uma neoformação óssea 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 osso16 . Mollaoglu et al. concluem que em 

60 dias  os parafusos de LactoSorb® induziram à formação óssea sem causar reações 

adversas de resposta tecidual, porém no período estudado o material não apresentou 

biodegradação significativa, concordando com nossos resultados 21. 

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

biorreabsorvível à base de PLLA utilizado para fixação interna rígida de fraturas 
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mandibulares em coelhos permitiu o reparo ósseo, similar aos grupo fixado com titânio1. 

Os resultados de nossa pesquisa não permitem associações com resistência mecânica do 

dispositivo à base de PLLA, visto que se realizou apenas o estudo histológico, mas 

demonstram que não há processo inflamatório relacionado ao uso do dispositivo de 

fixação à base de PLLA que cause o impedimento do adequado reparo ósseo na calota.

Quanto ao contato dos discos de poli(ácido L/D-láctico) com a duramáter, tecido 

crítico, não houve nenhuma complicação do tipo convulsão pós-operatória, perda de 

capacidade motora dos animais  ou déficit de alimentação. O tecido conjuntivo que se 

formou em contato com a duramáter não apresentou infiltrado inflamatório nem reação 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 duramáter, e observaram que 

logo em seguida, se formou um tecido conjuntivo entre o ápice dos parafusos e a dura, e 

que esta se manteve contínua durante todo o estudo 20.  Este é um trabalho crítico do 

ponto de vista de risco de morte do animal se o material não for biológicamente tolerado. 

Impurezas em nível ultraestrutural, pH e toxicidade em nível celular poderiam ser 

determinantes para a sobrevida dos animais utilizados nesta pesquisa.

A implantação de forma crítica do ponto de vista cirúrgico sobre a duramáter não 

está descrita na literatura de forma consensual, pois foi encontrado apenas um trabalho 

publicado20. Com este presente trabalho demonstra-se que a formulação presente no 

disco de poli(ácido L/D-láctico) é biologicamente aceita, mesmo em contato direto com a 

duramáter.

Nos períodos avaliados por este estudo, até 120 dias, não pôde ser observada a 

degradação do material. Estudos mostram que esta somente ocorre após o primeiro ano 

de implantação6,16. Walton e Cotton relataram que após o primeiro ano ocorre a redução 
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da massa do polímero, sendo substituído por um tecido fibroso relativamente avascular 

contendo macrófagos e ocasionalmente células gigantes multinucleadas na superfície do 

material testado16. Bergsma et al. relataram que após 5,7 anos de implantação, 

remanescentes do PLLA degradado estavam circunscritos por uma cápsula fibrosa densa, 

e a avaliação ultraestrutural mostrou cristais de PLLA internalizado por várias células 6. 

Bergsma et al.  e Walton e Cotton  concordam que os dispositivos fabricados à base 

de PLLA somente, embora biocompatível, degrada de forma muito lenta, e os cristais 

resultantes desta degradação apresentam excessiva longevidade de degradação intra e 

extracelular 6,16. 

Porém as associações do PLLA com outras substâncias ou sua modificação 

laboratorial têm conseguido solucionar este problema. Estudos incorporando o ácido 

glicólico (PGLA) mostram taxa de biodegradação mais rápida. Já a incorporação de 

hidroxiapatita ao PLLA mostra que os discos foram totalmente substituídos por osso num 

período de 4 a 6 anos 22, e a incorporação de proteínas ósseas bovinas morfogenéticas 

(BMP) ao PGLA demonstrou que após 4 semanas houve completa substituição por osso 

novo, demonstrando o potencial osteoindutivo desta associação 23.

Quanto ao possível potencial genotóxico dos polímeros reabsorvíveis, este trabalho 

demonstrou que até os 120 dias  de implantação de discos de poli(ácido L/D-láctico) in 

vivo não foi detectada redução significativa da frequência dos eritrócitos policromatófilos 

(EPC) nem o aumento significante de micronúcleos nos EPC, o que poderia significar 

toxicidade sobre a medula óssea. 

A ausência 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 não afetou a proliferação de mouse osteoblast-like MC3T3-E1 
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cells, porém partículas de baixo peso molecular de PLLA aumentaram a diferenciação 

destas células, o que demonstrou que a osteocondutividade do PLLA implantado é 

baseada no efeito aumentado que estas partículas possuem31. 
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7 CONCLUSÃO

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que a implantação de 

discos de poli(ácido L/D-láctico) implantados em defeitos ósseos criados  em calota 

craniana  de ratos  e em contato direto com a duramáter, nos períodos 15, 30, 90 e 120 

dias não resultou em reação tecidual local compatível com reação de corpo estranho ou 

reabsorção óssea inflamatória, demonstrando que o material utilizado neste estudo é 

biocompatível e bem tolerado pelos tecidos estudados.

Os discos de poli(ácido L/D-láctico) implantados e mantidos em ratos por 90 e 120 

dias não induziram sinais de toxicidade genética nem reduziram a produção de eritrócitos 

na medula óssea, quando avaliados  pela frequência de EPC. Não houve aumento na 

formação de EPC micronucleados em nenhum dos grupos testados. Também, a 

frequência de micronúcleos não dobrou e não houve correlação dose-dependente. 

Conclui-se que, de acordo com o delineamento experimental definido e conduzido, e o 

protocolo de avaliação de micronúcleos  proposto, o material testado foi considerado 

negativo para mutagenicidade cromossômica no ensaio realizado.
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ANEXO 1 - CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO CIENTÍFICA E ÉTICA DA 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA PUCRS
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ANEXO 2 - CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA PUCRS
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ANEXO 3 - PRINCÍPIOS ÉTICOS NA EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL

Princípios éticos na experimentação animal

A evolução contínua das áreas de conhecimento humano, com especial ênfase àquelas de biologia,  medicinas humana e 

veterinária, e a obtenção de recursos de origem animal para atender necessidades humanas básicas, como nutrição, 
trabalho e vestuário, repercutem no desenvolvimento de ações de experimentação animal, razão pela qual se preconizam 

posturas éticas concernentes aos diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com animais de experimentação.

Postula-se:

Artigo I - É primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela contribuição científica que ele 
proporciona.

Artigo II - Ter consciência de que a sensibilidade do animal é similar à humana no que se refere a dor, memória, 
angústia, instinto de sobrevivência, apenas lhe sendo impostas limitações para se salvaguardar das manobras 

experimentais e da dor que possam causar.

Artigo III - É de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos e ações de experimentação animal

Artigo IV - É relevante considerar a importância dos estudos realizados através de experimentação animal quanto a sua 
contribuição para a saúde humana em animal, o desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.

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

Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos alternativos,  como modelos matemáticos, 

simulações computadorizadas, sistemas biológicos "in vitro", utilizando-se o menor número possível de espécimes 
animais, se caracterizada como única alternativa plausível.

Artigo VII - Utilizar animais através de métodos que previnam desconforto, angústia e dor, considerando que 
determinariam os mesmos quadros em seres humanos, salvo se demonstrados, cientificamente, resultados contrários.

Artigo VIII - Desenvolver procedimentos com animais,  assegurando-lhes sedação, analgesia ou anestesia quando se 
confirmar o desencadeamento de dor ou angústia, rejeitando, sob qualquer argumento ou justificativa,  o uso de agentes 

químicos e/ou físicos paralisantes e não anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angústia nos animais, após o uso da pesquisa 

desenvolvida, aplicar método indolor para sacrifício imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condições adequadas de saúde e conforto, conforme as necessidades 

das espécies animais mantidas para experimentação ou docência.

Artigo XI - Oferecer assistência de profissional qualificado para orientar e desenvolver atividades de transportes, 

acomodação, alimentação e atendimento de animais destinados a fins biomédicos.

Artigo XII - Desenvolver trabalhos de capacitação específica de pesquisadores e funcionários envolvidos nos 

procedimentos com animais de experimentação, salientando aspectos de trato e uso humanitário com animais de 
laboratório.

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. Legislação. São Paulo, 2007.  Disponível em: 
http://www.cobea.org.br/etica. Acesso em: 21março 2009.
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ANEXO 4 -  LEI  AROUCA

LEI Nº 11.794, DE  8 DE OUTUBRO DE 2008.
CAPÍTULO I

DAS DISPOSIÇÕES PRELIMINARES
Art. 1o  A criação e a utilização de animais em atividades de ensino e pesquisa científica, em todo o 

território nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei.
§ 1o  A utilização de animais em atividades educacionais fica restrita a:
I – estabelecimentos de ensino superior;
II – estabelecimentos de educação profissional técnica de nível médio da área biomédica.
§ 2o  São consideradas como atividades de pesquisa científica todas aquelas relacionadas com 

ciência básica, ciência aplicada, desenvolvimento tecnológico, produção e controle da qualidade de drogas, 
medicamentos, alimentos, imunobiológicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em animais, 
conforme definido em regulamento próprio.

§ 3o  Não são consideradas como atividades de pesquisa as práticas zootécnicas relacionadas à 
agropecuária.

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

Art. 3o  Para as finalidades desta Lei entende-se por:
I – filo Chordata: animais que possuem, como características exclusivas, ao menos na fase 

embrionária, a presença de notocorda, fendas branquiais na faringe e tubo nervoso dorsal único;
II – subfilo Vertebrata: animais cordados que têm, como características exclusivas, um encéfalo 

grande encerrado numa caixa craniana e uma coluna vertebral;
III – experimentos: procedimentos efetuados em animais vivos, visando à elucidação de fenônemos 

fisiológicos ou patológicos, mediante técnicas específicas e preestabelecidas;
IV – morte por meios humanitários: a morte de um animal em condições que envolvam, segundo as 

espécies, um mínimo de sofrimento físico ou mental.
Parágrafo único.  Não se considera experimento:
I – a profilaxia e o tratamento veterinário do animal que deles necessite;
II – o anilhamento, a tatuagem, a marcação ou a aplicação de outro método com finalidade de 

identificação do animal, desde que cause apenas dor ou aflição momentânea ou dano passageiro;
III – as intervenções não-experimentais relacionadas às práticas agropecuárias.

CAPÍTULO II
DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL – CONCEA
Art. 4o  Fica criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA.
Art. 5o  Compete ao CONCEA:
I – formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas à utilização humanitária de animais com 

finalidade de ensino e pesquisa científica;
II – credenciar instituições para criação ou utilização de animais em ensino e pesquisa científica;
III – monitorar e avaliar a introdução de técnicas alternativas que substituam a utilização de animais 

em ensino e pesquisa;
IV – estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para ensino e 

pesquisa, em consonância com as convenções internacionais das quais o Brasil seja signatário;
V – estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalação e funcionamento de 

centros de criação, de biotérios e de laboratórios de experimentação animal, bem como sobre as condições 
de trabalho em tais instalações;

VI – estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituições que criem ou 
utilizem animais para ensino e pesquisa;
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VII – manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em 
andamento no País, assim como dos pesquisadores, a partir de informações remetidas pelas Comissões de 
Ética no Uso de Animais - CEUAs, de que trata o art. 8o desta Lei;

VIII – apreciar e decidir recursos interpostos contra decisões das CEUAs;
IX – elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciência e Tecnologia, para aprovação, o seu 

regimento interno;
X – assessorar o Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas nesta Lei.
Art. 6o  O CONCEA é constituído por:
I – Plenário;
II – Câmaras Permanentes e Temporárias;
III – Secretaria-Executiva.
§ 1o  As Câmaras Permanentes e Temporárias do CONCEA serão definidas no regimento interno.
§ 2o  A Secretaria-Executiva é responsável pelo expediente do CONCEA e terá o apoio 

administrativo do Ministério da Ciência e Tecnologia.
§ 3o  O CONCEA poderá valer-se de consultores ad hoc de reconhecida competência técnica e 

científica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de trabalhos.
Art. 7o  O CONCEA será presidido pelo Ministro de Estado da Ciência e Tecnologia e integrado por:
I – 1 (um) representante de cada órgão e entidade a seguir indicados:
a) Ministério da Ciência e Tecnologia;
b) Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq;
c) Ministério da Educação;
d) Ministério do Meio Ambiente;
e) Ministério da Saúde;
f) Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento;
g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil – CRUB;
h) Academia Brasileira de Ciências;
i) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciência;
j) Federação das Sociedades de Biologia Experimental;
l) Colégio Brasileiro de Experimentação Animal;
m) Federação Nacional da Indústria Farmacêutica;
II – 2 (dois) representantes das sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no País.
§ 1o  Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciência e Tecnologia será substituído, na 

Presidência do CONCEA, pelo Secretário-Executivo do respectivo Ministério.
§ 2o  O Presidente do CONCEA terá o voto de qualidade.
§ 3o  Os membros do CONCEA não serão remunerados, sendo os serviços por eles prestados 

considerados, para todos os efeitos, de relevante serviço público.
CAPÍTULO III

DAS COMISSÕES DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS – CEUAs
Art. 8o  É condição indispensável para o credenciamento das instituições com atividades de ensino 

ou pesquisa com animais a constituição prévia de Comissões de Ética no Uso de Animais – CEUAs.
Art. 9o  As CEUAs são integradas por:
I – médicos veterinários e biólogos;
II – docentes e pesquisadores na área específica;
III – 1 (um) representante de sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no País, 

na forma do Regulamento.
Art. 10.  Compete às CEUAs:
I – cumprir e fazer cumprir, no âmbito de suas atribuições, o disposto nesta Lei e nas demais 

normas aplicáveis à utilização de animais para ensino e pesquisa, especialmente nas resoluções do 
CONCEA;
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II – examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a serem realizados na instituição 
à qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade com a legislação aplicável;

III – manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados, ou em 
andamento, na instituição, enviando cópia ao CONCEA;

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

V – expedir, no âmbito de suas atribuições, certificados que se fizerem necessários perante órgãos 
de financiamento de pesquisa, periódicos científicos ou outros;

VI – notificar imediatamente ao CONCEA e às autoridades sanitárias a ocorrência de qualquer 
acidente com os animais nas instituições credenciadas, fornecendo informações que permitam ações 
saneadoras.

§ 1o  Constatado qualquer procedimento em descumprimento às disposições desta Lei na execução 
de atividade de ensino e pesquisa, a respectiva CEUA determinará a paralisação de sua execução, até que 
a irregularidade seja sanada, sem prejuízo da aplicação de outras sanções cabíveis.

§ 2o  Quando se configurar a hipótese prevista no § 1o deste artigo, a omissão da CEUA acarretará 
sanções à instituição, nos termos dos arts. 17 e 20 desta Lei.

§ 3o  Das decisões proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo, ao CONCEA.
§ 4o  Os membros das CEUAs responderão pelos prejuízos que, por dolo, causarem às pesquisas 

em andamento.
§ 5o  Os membros das CEUAs estão obrigados a resguardar o segredo industrial, sob pena de 

responsabilidade.
CAPÍTULO IV

DAS CONDIÇÕES DE CRIAÇÃO E USO DE ANIMAIS PARA ENSINO E
PESQUISA CIENTÍFICA

Art. 11.  Compete ao Ministério da Ciência e Tecnologia licenciar as atividades destinadas à criação 
de animais, ao ensino e à pesquisa científica de que trata esta Lei.
        § 1o  (VETADO)

§ 2o  (VETADO)
§ 3o  (VETADO)
Art. 12.  A criação ou a utilização de animais para pesquisa ficam restritas, exclusivamente, às 

instituições credenciadas no CONCEA.
Art. 13.  Qualquer instituição legalmente estabelecida em território nacional  que crie ou utilize 

animais para ensino e pesquisa deverá requerer credenciamento no CONCEA, para uso de animais, desde 
que, previamente, crie a CEUA.

§ 1o  A critério da instituição e mediante autorização do CONCEA, é admitida a criação de mais de 
uma CEUA por instituição.

§ 2o  Na hipótese prevista no § 1o deste artigo, cada CEUA definirá os laboratórios de 
experimentação animal, biotérios e centros de criação sob seu controle.

Art. 14.  O animal só poderá ser submetido às intervenções recomendadas nos protocolos dos 
experimentos que constituem a pesquisa ou programa de aprendizado quando, antes, durante e após o 
experimento, receber cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA.

§ 1o  O animal será submetido a eutanásia, sob estrita obediência às prescrições pertinentes a cada 
espécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciência e Tecnologia, sempre que, encerrado o experimento 
ou em qualquer de suas fases, for tecnicamente recomendado aquele procedimento ou quando ocorrer 
intenso sofrimento.

§ 2o  Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiências ou demonstrações não 
forem submetidos a eutanásia, poderão sair do biotério após a intervenção, ouvida a respectiva CEUA 
quanto aos critérios vigentes de segurança, desde que destinados a pessoas idôneas ou entidades 
protetoras de animais devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

§ 3o  Sempre que possível, as práticas de ensino deverão ser fotografadas, filmadas ou gravadas, 
de forma a permitir sua reprodução para ilustração de práticas futuras, evitando-se a repetição 
desnecessária de procedimentos didáticos com animais.
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§ 4o  O número de animais a serem utilizados para a execução de um projeto e o tempo de duração 
de cada experimento será o mínimo indispensável  para produzir o resultado conclusivo, poupando-se, ao 
máximo, o animal de sofrimento.

§ 5o  Experimentos que possam causar dor ou angústia desenvolver-se-ão sob sedação, analgesia 
ou anestesia adequadas.

§ 6o  Experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relacionados à dor e à angústia 
exigem autorização específica da CEUA, em obediência a normas estabelecidas pelo CONCEA.

§ 7o  É vedado o uso de bloqueadores neuromusculares ou de relaxantes musculares em 
substituição a substâncias sedativas, analgésicas ou anestésicas.

§ 8o  É vedada a reutilização do mesmo animal  depois de alcançado o objetivo principal do projeto 
de pesquisa.

§ 9o  Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos traumáticos, vários 
procedimentos poderão ser realizados num mesmo animal, desde que todos sejam executados durante a 
vigência de um único anestésico e que o animal seja sacrificado antes de recobrar a consciência.

§ 10.  Para a realização de trabalhos de criação e experimentação de animais em sistemas 
fechados, serão consideradas as condições e normas de segurança recomendadas pelos organismos 
internacionais aos quais o Brasil se vincula.

Art. 15.  O CONCEA, levando em conta a relação entre o nível de sofrimento para o animal e os 
resultados práticos que se esperam obter, poderá restringir ou proibir experimentos que importem em 
elevado grau de agressão.

Art. 16.  Todo projeto de pesquisa científica ou atividade de ensino será supervisionado por 
profissional de nível superior, graduado ou pós-graduado na área biomédica, vinculado a entidade de ensino 
ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

CAPÍTULO V
DAS PENALIDADES

Art. 17.  As instituições que executem atividades reguladas por esta Lei  estão sujeitas, em caso de 
transgressão às suas disposições e ao seu regulamento, às penalidades administrativas de:

I – advertência;
II – multa de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais);
III – interdição temporária;
IV – suspensão de financiamentos provenientes de fontes oficiais de crédito e fomento científico;
V – interdição definitiva.
Parágrafo único.  A interdição por prazo superior a 30 (trinta) dias somente poderá ser determinada 

em ato do Ministro de Estado da Ciência e Tecnologia, ouvido o CONCEA.
Art. 18.  Qualquer pessoa que execute de forma indevida atividades reguladas por esta Lei ou 

participe de procedimentos não autorizados pelo CONCEA será passível das seguintes penalidades 
administrativas:

I – advertência;
II – multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais);
III – suspensão temporária;
IV – interdição definitiva para o exercício da atividade regulada nesta Lei.
Art. 19.  As penalidades previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serão aplicadas de acordo com a 

gravidade da infração, os danos que dela provierem, as circunstâncias agravantes ou atenuantes e os 
antecedentes do infrator.

Art. 20.  As sanções previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serão aplicadas pelo CONCEA, sem 
prejuízo de correspondente responsabilidade penal.

Art. 21.  A fiscalização das atividades reguladas por esta Lei  fica a cargo dos órgãos dos Ministérios 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, da Saúde, da Educação, da Ciência e Tecnologia e do Meio 
Ambiente, nas respectivas áreas de competência.

CAPÍTULO VI
DISPOSIÇÕES GERAIS E TRANSITÓRIAS

Art. 22.  As instituições que criem ou utilizem animais para ensino ou pesquisa existentes no País 
antes da data de vigência desta Lei deverão:
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I – criar a CEUA, no prazo máximo de 90 (noventa) dias, após a regulamentação referida no art. 25 
desta Lei;

II – compatibilizar suas instalações físicas, no prazo máximo de 5 (cinco) anos, a partir da entrada 
em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA, com base no inciso V do caput do art. 5o desta Lei.

Art. 23.  O CONCEA, mediante resolução, recomendará às agências de amparo e fomento à 
pesquisa científica o indeferimento de projetos por qualquer dos seguintes motivos:

I – que estejam sendo realizados sem a aprovação da CEUA;
II – cuja realização tenha sido suspensa pela CEUA.
Art. 24.  Os recursos orçamentários necessários ao funcionamento do CONCEA serão previstos nas 

dotações do Ministério da Ciência e Tecnologia.
Art. 25.  Esta Lei será regulamentada no prazo de 180 (cento e oitenta) dias.
Art. 26.  Esta Lei entra em vigor na data de sua publicação.
Art. 27.  Revoga-se a Lei no 6.638, de 8 de maio de 1979.
Brasília, 8 de  outubro  de 2008; 187o da Independência e 120o da República.

LUIZ INÁCIO LULA DA SILVA
Tarso Genro
Reinhold Stephanes
José Gomes Temporão
Miguel Jorge
Luiz Antonio Rodrigues Elias
Carlos Minc

Disponível em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2008/Lei/L11794.htm. Acesso em 17 
dezembro 2009.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

