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Resumo Xiii
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PASCHOAL, A.L. (2003). Estudo da viabilidade de aplicacdo do polimero piezelétrico fluoreto de
polivinilideno (PVDF) entre osso cortical e placa de osteossintese para estimulagio de crescimento
6sseo. Sao Carlos, 2003. 112 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo.

O uso de biomateriais para acelerar reparos de fraturas 6sseas tem aumentado
nos ultimos anos. Neste estudo, as propriedades piezelétricas do fluoreto de
polivinilideno foram utilizadas com a finalidade de mimetizar os potenciais
bioelétricos associados a deformagdo Ossea, que s3o diminuidos quando ocorre
fratura 6ssea. Estudos histomorfométricos foram efetuados para verificar a influéncia
do polimero. Testes de biocompatibilidade e de esterilizagio permitiram avaliar os
riscos da utilizagdo do polimero como material de implante. O polimero piezelétrico
associado a placa de osteossintese resultou em uma maior quantidade de matriz 0ssea

mineralizada na lesdo quando comparado ao implante da placa sem o polimero

Palavras-chave: biomateriais, biocompatibilidade, PVDF, piezeletricidade,

histomorfometria, osteossintese.



Abstract X1V

Abstract

PASCHOAL, AL. (2003). Study of the viability of the piezoelectric poly(vinylidene fluoride)
(PVDF) polymer application between cortical bone and osteosynthesis plate for growth bone
stimulation. S3o Carlos, 2003. 112 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de S3o Carlos,
Universidade de Sdo Paulo.

The use of biomaterials to promote accelerated bone fracture repair has been
improved in the recent years. In the present study, the piezoelectric properties of
poly(vinylidene fluoride) were used with the aim of mimetizing bioelectrical
potentials associated to bone strain which decrease when a bone fracture occurs.
Histomorphometric studies were accomplished to verify the influence of the
polymer. Biocompatibility and sterilization tests assessed any risk related to the use
of a polymer as an implantable material. The piezoelectric polymer associated to an
osteosynthesis plate resulted in a larger amount of mineralized bone matrix in the

lesion when compared to a plate implanted without the polymer.

Key-words: biomaterial, biocompatibility, PVDF, piezoelectricity,

histomorphometry, osteosynthesis.
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1. Objetivo

Este trabalho tem como proposta avaliar o desempenho biolégico do polimero
piezelétrico PVDF (fluoreto de polivinilideno) atuando como estimulador de crescimento
Osseo. Para isso serdo avaliados alguns dos processos mais comumente utilizados em
esterilizagdo com o intuito de se verificar o comportamento da polarizagdo do PVDF ap6s a
esterilizagdo. Na seqiiéncia serfio efetuados testes de biocompatibilidade in vitro e in vivo,
preconizados por Normas Técnicas, sendo escolhidos os mais representativos & sua
aplicagdio. Com os resultados de biocompatibilidade positivos, o proximo objetivo consistira
em implanta-lo em contato a uma lesdo provocada em tibia de coelho, preso com uma placa
de osteossintese. Espera-se observar, dado seu comportamento piezelétrico, um ganho no
crescimento Osseo em um determinado espago de tempo, apds os coelhos serem submetidos
a sedentariedade ou a exercicios fisicos. O crescimento Osseo sera avaliado através das

técnicas de histomorfometria e histologia.
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2. Imtrodugdo

O osso, se observado como um material, pode ser considerado como um
composito ', onde um componente cerdmico (basicamente cristais de hidroxiapatita de
calcio e trifosfato de calcio) e componentes bioldgicos estio presentes, apresentando
propriedades biologicas, quimicas, fisicas e mecéinicas peculiares. Entre essas propriedades

pode-se citar a piezeletricidade.

Nas ultimas décadas, muitas pesquisas tem sido feitas na area da ortopedia na
tentativa de se obter técnicas e dispositivos para a obtengdo de uma consolidagfio rapida,
segura ¢ com o minimo de seqiiela quando da ocorréncia de traumas ou enfermidades no
o0sso. Como exemplo, pode-se citar o caso de uma fratura em osso longo que, apos a devida
redugdo (quando necessaria), pode ser tratada recorrendo a dispositivos como a tala, o gesso,
os fixadores externos e internos, algumas pontes para crescimento 6sseo, (como certas
ceramicas ¢ polimeros que preenchem cavidades Osseas perdidas) e indutores de
crescimentos, que mimetizam as propriedades mecénicas 0sseas para que os componentes
mecanicos e biologicos 0sseos sejam estimulados a se desenvolverem, (como é o caso da
aplicagdio de ultra-som para ativar a osteogénese, provavelmente pelo efeito piezelétrico

presente no 0sso).

Quando da ocorréncia de uma fratura, toda uma seqiiéncia de fenOmenos ¢é ativada
dentro do organismo para que esse trauma seja sanado e a atividade piezelétrica entra como
um fator muito importante para a manutengdo de cargas elétricas no local lesado, o que,
segundo muitos estudiosos, atrai € ativa as células precursoras, que se diferenciam em
células formadoras de tecido dsseo.

Cabe ressaltar que, devido ao crescente avango tecnologico, novos materiais para
implantes estdo sendo testados a cada dia, como conseqiiéncia também da crescente
necessidade de aperfeicoamento e pelo surgimento de novas técnicas de tratamentos clinicos,
para um numero cada vez maior de pacientes acometidos por enfermidades e traumas, que
ocorrem por esse mesmo avango tecnoldgico, na forma, por exemplo, de acidentes

automobilisticos ou até mesmo na pratica de esportes radicais.
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3. Revisdo Bibliogrifica
3.1. Biomateriais

Sejam os implantes bioldgicos ou sintéticos, a principio, sdo materiais estranhos ao
organismo hospedeiro, mas que na realidade irdo proporcionar, a cura ou o restabelecimento
de uma fungio perdida com maior velocidade e com boa margem de seguranga. @

Esses materiais com caracteristicas especiais s3o0 denominados genericamente de
biomateriais e devem ser, em resumo, biocompativeis com os organismos, anatomicamente
funcionais, de alta resisténcia mecénica e quimica, possuir boa durabilidade (o necessario
para cada tipo de aplicagéo), certa facilidade de fabricagdo, de relativo baixo custo e serem
capazes de suportar, sem perderem suas propriedades, pelo menos um dos varios métodos de
esterilizagdo 2 A Figura 3.1 apresenta um fluxograma conceitual, de forma resumida, da
classificagdio dos biomateriais.

Dos materiais sintéticos, os polimeros tém ocupado uma boa parte dos dispositivos
confeccionados, devido a facilidade de serem manuseados e, por apresentarem algumas
propriedades mecénicas e quimicas que podem vir a adquirir devido a tratamentos
especificos. Sdo facilmente obtidos em varias formas, tais como fibras, tecidos, filmes,
solidos e géis, podendo ser utilizados tanto na forma pura ou como constituinte de
copolimeros e compositos, mostrando, com essa versatilidade, o grande interesse por estes
materiais, em vérios setores da indastria, sendo uma boa parcela na confecgio de
dispositivos médicos e implantaveis. Na Tabela 3.1, sfo citados alguns polimeros que estdo

sendo mais freqiientemente utilizados em algumas areas da medicina.
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Figura 3.1 — Esquema da classificaciio dos biomateriais. (adaptado ')

Tabela 3.1 — Alguns polimeros de uso médico. !

Polimero Aplicacio
Polietileno (LDPE) Cirurgia reconstrutiva
Polietileno (UHMWPE) Ortopedia
Polimetilmetacrilato (PMMA)  Cimento dsseo
Borracha de silicone Cirurgia plastica, ortopedia.
Poliacetal Ortopedia
Acido polilatico Suturas
Acido poliglicolico Suturas
Resina epoxi (compositos) Ortopedia
Poliéster (Dacron®) Cardiovascular
Poliamidas Suturas
Fluorpolimeros Cirurgias gerais, cardiovasculares.
Hidrogéis Oftalmologia

Poli (vinil cloreto)

TubulagGes
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3.2. Fluoreto de polivinilideno (PVDF)

Ha algum tempo a piezeletricidade' vem despertando interesse na 4rea biologica,
pois algumas estruturas naturais e biopolimeros, tais como certas madeiras, bambu, osso,
tenddo, dente, pele, traquéia, (tecidos que apresentam grande quantidade de coldgeno),
filmes orientados de DNA, polipeptidios, poliaminoacidos (como o poli-y-metilglutamato,
polialanina, polileucina, entre outros) apresentam piezeletricidade.

O fluoreto de polivinilideno (polivinilideno fluoreto ou polifluoreto de vinilideno),
mais conhecido pela sua sigla PVDF, ¢ o polimero sintético de maior piroeletricidade’ e
piezeletricidade ja investigado e seu uso vém crescendo bastante na tentativa de indugdo
dessas propriedades em tecidos biologicos que também apresentam essas propriedades.

O mondmero de vinilideno fluoreto, CH,=CF,, foi primeiramente sintetizado em

1901 por Swarts *!. Algumas propriedades s3o apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2.- Propriedades do vinilideno fluoreto 1,

Propriedades Valor
Férmula quimica CH,=CF,
Peso molecular 64
Ponto de ebuligédo, °C -86
Ponto de congelamento, °C -144
Presséo critica, kPa 4450
Temperatura critica, °C 30
Densidade critica, g/ml 0,416
Momento dipolo, debye 1,96
Condutividade térmica, 20 °C (Wm?) (mK™) 0.723
Capacidade calorifica a 20 °C, cal mol! K! 13.6
Potencial de ionizagdo, eV 10.3
Calor de formagéo, kcal mol™ -71.5

Para a produgdo de filmes piezelétricos, existe uma variedade de técnicas. Para o
PVDF, o filme deve ser mecanicamente estirado e polarizado. Filmes produzidos sem o
devido estiramento apresentam propriedades piroelétricas e piezelétricas muito fracas.
Tipicamente, quanto maior o grau de orientagdo molecular, maior serd as atividades
resultantes para o filme piezelétrico. Algumas técnicas de polarizagdo incluem: extrusio de
filme (filme fundido, co-extrusdo, filme soprado e laminag¢do térmica), fundig¢éo do filme por
solvente, utilizando técnicas de orientagdo (orientagdo uniaxial, estiramento em estufa, rolo
de tragdo, e de compressdo entre outros) e, finalmente, algumas técnicas de polarizagdo

(térmica, corona, alto campo a temperatura ambiente e polarizagio durante a orientagdo).

! Piezeletricidade (do grego piezein = pressionar) ¢ a capacidade de certos materiais cristalinos de mudar suas dimensdes quando
sujeitos um campo elétrico, ou, inversamente, produzir sinal elétrico quando mecanicamente deformado 671,

? Um material ¢ dito Piroelétrico quando uma mudanga na polarizagdo eléfrica induz uma temperatura detectivel, ou reversamente,
quando exposto a uma variacdo de temperatura, pode ser detectado por uma polarizagdo elétrica proporcional. &
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A conversdo de energia térmica para energia elétrica usando materiais piroelétricos
ja é conhecida ha muito tempo, mas somente a partir de 1880, que os irmfos Jacques e Pierre
Curies "' descobriram que em alguns cristais, submetidos a uma energia mecanica externa,
esta energia era convertida com alta eficiéncia para energia elétrica. Em 1969, Kawai *''2],
descobriu que esse forte efeito, o efeito piezelétrico, poderia ser induzido em um polimero
pela aplicag@o de um campo elétrico. Esse polimero ¢ o polivinilideno fluoreto.

Dois anos depois, Bergman et. al ¢ Wada descobriram que filmes poliméricos
polarizados desta mesma forma também exibiam piroeletricidade. '

Estas descobertas foram importantes marcos para o campo dos transdutores
piroelétricos e eletromecanicos.

Como o PVDF apresenta as propriedades de piroeletricidade e piezeletricidade, ¢ de
grande flexibilidade, facil de ser fabricado e de baixo custo, ele continua sendo um material
muito utilizado em microfones, alto-falantes, fones de ouvido, transdutores ultra-sénicos
para aplicagdes dentro da agua, tais como hidrofones e aplicagdes para obtengéo de imagens
médicas, transdutores eletromecanicos para computadores ¢ teclas de telefone e uma
variedade de outras aplicagdes que exijam contato, detectores piroelétricos para imagens por
infravermelho, etc. ['?!

Materiais piezelétricos e piroelétricos sdo caracterizados pela auséncia de um centro
de simetria da unidade estrutural microscopica, no qual dipolos elementares sdo alinhados de
uma maneira paralela e sentido elétrico similar. O PVDF ¢ inerentemente polar. Os atomos
de hidrogénio sfo positivamente carregados e os atomos de fliior, negativamente com relagéo
aos atomos de carbono no polimero. E reconhecido que a atividade elétrica do PVDF se da
devido a rotagdo do monémero CH,=CF,, que € muito polar, sobre o eixo da cadeia do
polimero quando da aplicagdo de um campo elétrico, permanecendo orientado mesmo
quando o campo é removido.”"®! Quando o polimero é deformado, todos esse grupos
também tendem a se alinhar. Esquemas dos mondmeros ¢ da cadeia polimérica podem ser
vistos na Figura 3.2.

Na fase liquida, a molécula muda continuamente sua forma devido as rotagGes sobre
as ligagBes carbono-carbono. A média do momento dipolo de um grupo de moléculas em
uma regido liquida é zero na auséncia de um campo elétrico, por causa das orientagdes
aleatorias de dipolos individuais. Ja na fase cristal, certas conformagfes moleculares

regulares so energicamente favoraveis ao empacotamento cristalino. '
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Figura 3.2 — Esquema dos modelos espaciais do PVDF em trés conformacdes concluidas de anilises
estruturais de cristais. O diagrama indica os dtomos de carbono e de fliior visualizados
paralelamente ao eixo da cadeia. Os atomos de hidrogénio foram omitidos nos esquemas a,b e
c. As imagens ¢ e d mostram a rotacio da forma p do PVDF molecular, que ocorre quando
estd sob influéncia de um campo elétrico (PVDF em um plano “zig-zag”). Isto indica que os
atomos de flior estéio alinhados a um campo elétrico. P = polarizac¢fio. O eixo Y é paralelo 2
cadeia; Z é o eixo polar (adaptado '*”)).

Na temperatura ambiente todas as estruturas cristalinas sdo duradouras (quer estaveis
ou metaestaveis) e tém unidade celular polar, ou seja, um cristal de momento polar o, 3, ou y
tem um momento dipolo livre. A transformagao na fase cristal pode ocorrer por estiramento

mecanico, altas temperaturas de recozimento ou aplicagdo de campo elétrico.
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3.2.1. Aplicagdes biomédicas

O PVDF tem sido utilizado, na maioria das vezes como material para confecgdo de
transdutores, por serem dispositivos altamente especializados que trabalham em condigdes
dificeis, tal como o delicado, mas agressivo, fluido corpéreo. Na sua grande maioria, estes
transdutores sdo requisitados a serem miniaturizados e eventualmente a permanecerem
implantados por longos periodos de tempo. A demanda sobre os materiais para serem usados
como dispositivos para aplicagdes biomédicas depende principalmente do nivel de interagéo
do dispositivo com o sistema bioldgico.

Em aplicagbes médicas, com excegdo de dispositivos que sdo utilizados
externamente ao corpo humano e aqueles planejados para exercer fungdo em contato com a
pele, devem-se considerar ndo somente os requisitos mecanicos e propriedades fisicas, mas
também a ja muito debatida influéncia sobre o meio bioldgico, assim como o reverso, a
influéncia do meio biologico sobre o material.

E importante ressaltar alguns aspectos tais como a absorgdo da 4gua pelo PVDF que
¢ extremamente baixa (menos que 0,04% por peso, segundo o que se foi medido pela norma
ASTM DS 70) e que o homopolimero PVDF ¢ considerado néo toxico, podendo ser utilizado
por repetidas vezes em contato com alimentos (por exemplo, como material para
embalagens) de acordo com o U.S Code of Federal Regulations, Titulo 21 — Food & Drugs,
Capitulo F, pag. 21. Outra pesquisa registrou que o PVDF n#o apresentou respostas adversas
toxicologicas ou biolégicas quando esse material era ingerido, inalado ou implantado em
animais sob condigdes controladas." Niio ¢ possivel encontrar na literatura extensivos
estudos sobre interagdes material-sangue ou material-tecido, porém De Rossi (apud Mason
et.al) "9 cita o registro de ser o PVDF um material de caracteristicas intermedidrias em
ensaios de compatibilidade sangiiinea realizada através de teste in vitro.

Outra caracteristica importante ¢ a esterilizagdo. Dependendo do tipo de contato com
o corpo, pode-se adotar um ou outro tipo de esterilizagdo ou desinfecgdio’, baseado na
seguinte classificagdo: Dispositivos considerados criticos sdo os itens e instrumentos que
necessitam esterilizagdo antes e apos sua utilizagdo. Sdo os itens que entram em contato com
tecido estéril e sistema vascular. Sdo exemplos os instrumentos ciriirgicos que penetram nos
tecidos moles ou entram em contato com o tecido dsseo, cateteres cardiacos, endoscopios
que penetram em tecidos estéreis e cavidades. E nessa classificagio que os materiais
implantaveis, incluindo o PVDF devem ser classificados. Os semi-criticos envolvem os

instrumentos que ndo penetram em tecidos estéreis ou 0sso, mas entram em contato com

3 Esterilizagfio constitui na destruigdo total de microorganismos, de um material on ambiente, quaisquer que scjam cles. Desinfetar
trata-se de um caso particular de esterilizagdo, significando apenas eliminar os microorganismos patogénicos, sem quellgaja necessidade
da destruigdo total dos germes, uma vez que os microorganismos patogénicos sfo menos resistentes que os saprofitas.
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membranas mucosas ou em pele ndo intacta. Se o dispositivo ndo puder passar por processo
algum de esterilizagdo por ndo suportar calor, deve-se no minimo passé-lo por um processo
de desinfecgdo de alto nivel, onde se consegue chegar a uma destruigdo ou inativagdo de
100% dos agentes patogénicos, mas ndo necessariamente de esporos. Os dispositivos
classificados como ndo-criticos sdo instrumentos que apenas entram em contato com a pele
quando integra, como € o caso de alguns transdutores (incluindo os construidos com PVDF)
e standoff-pads de aparethos de ultra-sonografia. Essa superficie possui um baixo risco de
transmissdo de infecgdes e pode passar por processo de desinfecgdo de baixo nivel, no qual a
desinfecgfo ou inativagdo ocorre apenas em alguns microorganismos patogénicos. (7.18]

A perda da irreversibilidade de polarizagdo residual ocorre a aproximadamente
70 °C, com uma diminui¢do quase linear nas respostas residuais piezelétrica e piroelétricas
em aproximadamente 1% por °C. Isso deve ser levado em conta para se providenciar
cuidados especiais ao se esterilizar dispositivos feitos a partir desse material. Exposigdes ao
oxido de etileno ou irradiagbes por emissdo de elétrons ou fonte radioativa (por exemplo,
radiagdo gama) podem ser uma alternativa, porém deve-se atentar & temperatura de atuagéo
do oxido de etileno para que ndo ocorra nenhum tipo de ataque quimico e para que a
exposigdo a irradiagdes ndo ultrapasse a ordem de 2.5 Mrad. Como exemplo, podemos citar
que, com uma irradiagdo de 2,5 Mrad partindo de uma fonte de Co, o filme de PVDF ainda
retém completamente sua polarizagéo.!'”
Alguns dos principais dispositivos médicos que utilizam o PVDF sfo: Sensores,

como os cardiopulmonares ndo invasivos, transdutores internos implantaveis e sensores para

[16] {6,19,20]

proteses, orteses e dispositivos de reabilitagdo '™ e transdutores para ultra-som , OS
Atuadores, que utilizam o efeito inverso da piezeletricidade, ou seja, sdo capazes de
controlar movimentos e forgas mecanicas com impulsos elétricos, como microinjetores €
membranas vibrateis e os Geradores de Carga, onde estdo suprimentos fisiologicos de
energia implantaveis (érgdos artificiais) ' mais recentemente, outras aplicagdes para o
PVDF tem sido estudadas, como por exemplo, na endotelializagdo vascular *'}, regeneragéo

[22,23]

nervosa , construgio de malhas cirirgicas para reparo de hérnias abdominais % e

implante para promogdo de crescimento 6sseo, (que ser4 o alvo deste trabalho). ['**°!
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3.3. O Osso

Olhando-0o como um material, 0 osso pode ser considerado um compésito bastante
interessante, por apresentar caracteristicas mecanicas e biolégicas muito peculiares. Do
ponto de vista biologico, tanto ¢ um tecido estrutural como um tecido metaboélico, capaz de
se remodelar de acordo com sua necessidade. O tecido 6sseo € o mais resistente e rigido do
corpo humano e entre suas principais fungdes estfio a de servir de suporte para tecidos moles
¢ prote¢do de Orgdos vitais (como a caixa craniana, toracica e o canal raquidiano), alojar e
também proteger a medula 6ssea, que formam as células vermelhas e brancas do sangue,
responsaveis, respectivamente, pela oxigenagdo e imunoprote¢do dos outros tecidos. Os
musculos esqueléticos estdo apoiados em determinados sistemas dsseos, onde juntos, sdo
responsaveis pelos complexos movimentos do corpo, através de sistemas de alavancas que
ampliam as forgas geradas pelas contragdes musculares. O 0sso serve também como deposito
de alguns ions, tais como calcio, fosfatos, magnésio, sodio, potassio, carbonatos, entre
outros, que, armazenando-os e liberando-os, controla suas concentragdes no metabolismo
corporeo, 202728

Sdo divididos macroanatomicamente em dois grupos: 0s 0s8sOs corticais ou
compactos, abrangendo aproximadamente de 70 a 80% do osso corpéreo total, com espagos
apenas para os osteOcitos, canaliculos e vasos sanguineos, € os 0ssos trabeculares ou
porosos, representando em torno de 20 a 30% do osso corpéreo total. *”2* > ¥ A Figura 3.3
mostra o corte de um fémur humano onde € possivel observar tanto o osso cortical como o
trabecular.

Figura 3.3 — Osso cortical e osso trabecular de fémur humano. (foto obtida de peca anatdmica do
Departamento de Bioengenharia da USP Séo Carlos)

A nivel celular, o tecido 6sseo € constituido de uma matriz extracelular, onde estdo

os componentes organicos (aproximadamente 35 %) e os inorganicos (65%). O colageno,
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que participa ativamente no processo de mineralizagio 6ssea, abrange em torno de 90% da
matriz orginica, enquanto que os 10% restantes correspondem as glicoproteinas,
mucopolissacarideos acidos ¢ lipideos. A hidroxiapatita, a parte mineral do osso, composta
basicamente pelos sais de calcio e fosfato, forma uma estrutura de elevada dureza, resistente
a tensdes compressiveis, enquanto que as fibras de colageno fornecem resisténcia ténsil ao
osso. 1231
0 osso in vivo ¢é considerado como um tecido adaptavel, ou seja, forgas externas sobre
ele aplicadas exercem fungdo de coloca-lo mecanicamente em uma posigdo ideal para que
suporte esse esfor¢o (desde que gradualmente ¢ a longo tempo aplicado, pois uma carga
excessiva imposta de uma s6 vez poderia causar trauma). Essa adaptagdo ou remodelamento
dsseo ¢ o fendmeno biologico que atua neste sentido e que naturalmente se expressa no
organismo, pois, uma vez que 0 0sso € composto por cristais mineralizados, € necessario que
esses cristais sejam degradados para dar lugar a uma nova formagédo 6ssea reestruturada para
acompanhar essa adaptagio ou, por exemplo, o desenvolvimento de uma crianga.

O remodelamento 6sseo ndo ocorre apenas no desenvolvimento ou em uma
aplicagdo de esforgo anormal. Embora em uma intensidade menor, esse € um fenémeno que
ocorre por toda a vida. Basicamente sdo realizados por dois tipos de células, os osteoclastos €
os osteoblastos. |

Os osteoclastos sdo células que apresentam mobilidade € migram sobre a superficie
Ossea (Figura 3.4). Sdo multinucleadas devido a fusdo de precursores mononucleados da
medula hematopoiética, principalmente da linhagem granulécitos-macrofagos. Apresenta
citoplasma com abundantes mitocondrias, vacuolos e vesiculas envolvidas na reabsorgao.
Nesses vactolos estdo contidas enzimas lisossémicas que digerem a matriz orgénica e
inorganica em meio acido. A Figura 3.4 mostra alguns aspectos do papel dos osteoclastos na
absor¢do oOssea, onde enzimas lisossdmica, concentradas com complexo golgiano sdo
liberadas devido a um estimulo e seguem para um destino programado. Essas enzimas ¢ ions
de hidrogénio (produzidos por anidrase carbonica) sdo liberados a um local pré-determinado
pelo osteoclasto criado pela aderéncia na matriz dssea € a zona clara do citoplasma (sitio de
adesdo). Ao mesmo tempo, o osteoclasto abaixa o pH deste compartimento pelo
bombardeamento ativo de protons através da membrana apical, que ¢ a “escova” em contato
direto com a area de reabsorgdo. Essa area de reabsorgdo ¢ denominada lacuna de Howship.
A acidez desse microambiente ideal para a atividade de hidrolases lisoss6micas facilita entdo
a dissolugdo de fosfato de calcio, € com isso a matriz dssea ¢ removida e os produtos da
absor¢do Ossea sdo capturados pelo citoplasma do osteoclasto, digeridos ainda mais e

transferidos para capilares sanguineos. 2% 3% 33.34]
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Figura 3.4 — Esquema de alguns aspectos do papel do osteoclasto na reabsorgdo. (adaptado 7).

Osteoblastos sdo células tipicamente cuboidais (Figura 3.5), derivadas de células
progenitoras mesenquimais indiferenciadas, apresentam complexo golgiano e reticulo
endoplasmatico muito desenvolvidos, o que caracteriza sua adaptagdo a biossintese e a
secregdo de matriz organica. Expressam ainda fosfatase alcalina, osteocalcina, colageno,
colagenase, receptores para 1,25(OH), — vitamina D, glicocorticéides PTH ¢ uma variedade

de fatores de crescimento. Resumindo, é a célula produtora de novo osso.1?2**%%1

P -_“

Figura 3.5 — Foto de cortical de tibia de coelho niio descalcificada: a) osteoclasto; b) osteoblastos; c) osso
mineralizado; d) oste6cito; e) osteéide (matriz nio mineralizada). Corante Azul de Toluidina.

A remodelagdo Ossea caracteriza-se por ser um processo ciclico e de longa duragéo
que ocorre principalmente por intermédio das duas células citadas: Os osteoclastos,
responsaveis pela reabsorgdo e os osteoblastos, responsaveis pela reposi¢do. O resultado da

atividade dessas células ¢ uma verdadeira escavagdo Ossea e liberagdo, para a corrente
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circulatoria, de produtos da degradagdo do tecido 6sseo, como por exemplo, aminoacidos e
ions. Uma vez completada esta fase, os osteoclastos deixam o local da reabsorgdo e, apos
varios dias, sdo substituidos por osteoblastos. O resultado da atividade dessas células € o
preenchimento das cavidades deixadas pelos osteoclastos com tecido dsseo recém-
sintetizado. Essa seqiiéncia de eventos, na verdade, constitui um mecanismo de auto-
reparagdo da estrutura Gssea, preservando a massa Ossea e a sua arquitetura. Observe os
esquemas de remodelamento Osseo cortical e trabecular nas Figuras 3.6 e 3.7

respectivamente.*”!

Figura 3.6 — Atividade da unidade de remodelaciio 6ssea (BRU) em osso cortical em vista longitudinal e
subseqiiente vista transversal. a) osteoclastos escavam um tdnel, criando um “cone de
abertura”. b) Em seguida, novo osso é formado na drea do “cone de fechamento” c)
conduzindo a criacfio de uma nova unidade estrutural 6ssea (BSU), isto é, osteon cortical ou
sistema haversiano. (adaptado ),

Figura 3.7 - Esquema da atividade da unidade de remodelamento 6sseo (BRU) em osso trabecular em vista
longitudinal e subseqiiente vista transversal. a BRU do osso trabecular pode ser comparada a
uma BRU cortical cortada ao meio. Cinco diferentes fases podem ser diferenciadas: 1)
reabsorcfio osteoclastica; 2) reabsor¢io mononuclear; 3) migraciio proosteoblistica e
diferenciacio para osteoblastos; 4) formacio de matriz osteoblistica (ostedide); 5)
mineralizaciio, 6) O produto final do remodelamento é a unidade 6ssea estrutural (BSU)
trabecular, ou seja, osteon trabecular, recoberto por células, **!

As figuras acima mostram que, quando os osteoclastos estdo saindo do local ja
absorvido, os osteoblastos entram nas lacunas deixadas e comegam o inicio da formagdo do
novo 0sso. A primeira estrutura a aparecer ¢ a matriz 6ssea ndo calcificada, chamada de

ostedide (90% composto de coladgeno Tipo I). Entre o ostedide e em vias de mineralizagdo e
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o osso mineralizado é a regido conhecida como frente de mineralizagdo. A mineralizagdo é
um processo controlado basicamente pelos osteoblastos, através da regulagdo da
concentragdo idnica local ¢ modulagdo dos niveis de proteinas e fatores que inibem ou
estimulam esse mineralizagdo. Ao dar inicio a mineralizagdo, os osteoblastos criam um
microambiente livre de inibidores de cristalizagdo, onde ocorre basicamente, a precipitagdo
dos cristais de hidroxiapatita em associagdo com as fibras de colageno. A fosfatase alcalina
atua no auxilio dessa mineralizagdo, pois ela age localmente na diminui¢do da efetividade
dos inibidores locais de calcificagio e no aumento da concentragio de fosfato. 2% 27 28 2% 30)
Quando a matriz inicia a mineralizagdo, alguns dos osteoblastos ficam aprisionados. Estes
serdo os ostedcitos. Cada ostedcito ocupa uma lacuna que estabelece contato com uma outra
através de uma rede de canaliculos, sua morte implica em reabsorgdo dssea.

No entanto, os exatos mecanismos implicados na génese do tecido 6sseo sdo muito
controversos, onde fatores locais e sistémicos estdo envolvidos e alguns mediadores
promovem um equilibrio continuo nos processos de formagdo Ossea pelo osteoblasto e
reabsorgdo, pelo osteoclasto. Sabe-se que tensdes mecanicas exercem influéncia sobre a
remodelacio dssea, como por exemplo, o trabalho de um aparelho ortoddntico sobre a arcada
dentaria para modifica-la através de pressGes laterais. Ocorre reabsor¢do 6ssea no lado em
que a pressdo atua e deposigdo do lado oposto. Enquanto o dente praticamente “caminha”, o
osso alveolar vai sendo remodelado.

A mecanotradugéio 6ssea € uma teoria onde osteoblastos e ostedcitos seriam capazes

de traduzir os efeitos mecanicos aplicados em estimulos de formagfo e reabsorgio 6ssea.*®

3.3.1. Estimulagdo elétrica do crescimento osseo.

Virios pesquisadores tém estudado o fenémeno elétrico do osso desde que Yasuda,
Fukada, Basset ¢ Becker reportaram o fenémeno da eletricidade produzida quando ossos
eram artificialmente deformados (fenémeno piezelétrico). A osteogénese tem sido entdo
demonstrada quando estimulos elétricos sdo aplicados em culturas celulares e em
experimentos em animais vivos, > 363738

Quando submetidos a esforgos, os ossos apresentam diferengas de potencial surgindo
uma pequena corrente elétrica. Se o osso € vergado, um potencial negativo surge na regido
de compressdo e ocorre o deslocamento de elétrons da regifo original da estrutura cristalina
migrando para o local de compressdo. Em contrapartida, na regifio em que o 0sso esta sendo
tracionado existe uma auséncia de elétrons, deixando o local com potencial positivo. Essas
cargas negativas tém a propriedade de ativar células precursoras de osteoblastos que estdo

nas camadas mais internas do periosteo. Deformagdo, com conseqiiente geragdo de
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potenciais elétricos, caracteriza 0 0sso como um material piezelétrico. E afirmado por alguns
pesquisadores que osteoblastos, células formadoras dos ossos, sdo ativadas em regiGes
negativamente polarizadas enquanto que os osteoclastos, as células de reabsorgio 0ssea, sdo
ativadas em regides de polarizagdo positiva. /")

Yassuda, ja em 1953, pesquisava sobre esse assunto. Ele foi o primeiro a reportar a

aplicagfio de corrente continua de 1u4 durante trinta dias produzindo a formagéo de calo no
fémur de coelhos e, desde entdo, varios desenvolvimentos clinicos tém sido aplicados para o
reparo de fraturas Osseas, tais como correntes continuas, alternadas, pulsadas e campos
eletromagnéticos, tanto invasivas como ndo-invasivas €, mais recentemente, os ultra-sons
(trabalhando o crescimento 6sseo mecanicamente através do movimento Osseo obtido pelo
som). [39, 40,41]
Fukada P cita ainda que Friedenber, Dyer e Brighton, em 1971 observaram o
potencial de corrente continua no crescimento de ossos de coelhos, com a metafise sendo
mais eletronegativa em comparagdo com a diafise. Quando o osso era fraturado, a maior
eletronegatividade foi observada no local da fratura, em regides positivamente ativadas.

Como a piezeletricidade esta relacionada diretamente as tensdes aplicadas, o
movimento ¢ um fator importante para a manutengdo da atividade metabolica do osso. A
perda de massa Ossea € reportada em astronautas quando estes permanecem no espago por
longo tempo devido a auséncia de gravidade. Com isso, pode-se supor que a tensdo mecinica
aplicada no osso produz o potencial elétrico devido a piezeletricidade ou proveniente do
potencial de escoamento e que, esse potencial elétrico, influencia na atividade metabdlica
das células. No lugar de potencial elétrico natural, espera-se que este possa ser substituido
externamente com a aplicagdo de energia elétrica, como cita Basset, 1971 (apud Gjelsvisk)
2 5u internamente, por materiais piezelétricos implantéveis.

Como ja dito, estudiosos perceberam que grande parte da piezoeletricidade do osso é
devido ao colageno nele contido. Como o colageno € a base para a aposigdo do componente
mineral 0sseo, e este é basicamente sintetizado pelos osteoblasto, que apresenta taxia por
regides eletronegativas, a grande atengdo € para que, de alguma forma, consiga-se ampliar
essa migragdo a locais injuriados, de forma artificial, através de dispositivos que induzam
campo elétrico local. **! Embora esta influéncia de estimulos elétricos no desenvolvimento
sequencial da diferenciagdo dos osteoblastos e subsequente biomineralizagdo ainda ndo
esteja totalmente esclarecida, trabalhos onde atuadores piezelétricos, superficies carregadas
eletricamente, estudos da influéncia do pulso elétrico sobre a formagdo mineral (in vitro),
cerdmicas biologicas piezelétricas e introdugdo de eletrodos (in vivo) estdo sendo testados

para a promogdo de osteogénese e tém apresentado resultados promissores [*24647:43:49
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3.3.2. Modelo piezelétrico

A piezeletricidade pode existir para certas simetrias de estruturas cristalinas. Em geral
cristais anisotropicos possuem o efeito piezelétrico e suas constantes piezelétricas podem ser

representadas pela matriz dj;:

dII d12 d13 d14 d15 d16
dy dy di dy dys dy

d31 d32 d33 d34 d35 d36

Onde dj; sdo chamados como as constantes de tensdo piezelétrica. Sendo que algumas
delas sdo nulas, de acordo com a simetria do material. No caso de biopolimeros naturais, a
simetria observada ¢ a D, (« 2) que mostra somente piezoeletricidade cisalhante. Neste caso
dys=-d;+ No caso do osso, a piezeletricidade aparece somente quando a forga de
cizalhamento atua nas fibras orientadas de colageno e entdo elas passam a deslizar umas nas
outras. A piezeletricidade cizalhante ¢ observada na maioria das texturas orientadas de

biopolimeros. Para esta simetria o tensor dj; € dado por:

Ela ¢ observada também em filmes orientados de uma grande variedade de filmes
sintéticos (entre eles 0 PVDF) com atividade optica. Para o mesmo grupos de mesma

simetria o tensor dielétrico ¢&; ¢ dado por:

As propriedades piezelétricas, tanto do osso como do PVDF, podem ser estudadas
em detalhes em varios trabalhos citados na literatura. 34%%0:51:5253]
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3.3.3. Histomorfometria

Eriksen P} cita que a técnica de histomorfometria Ossea inclui, além de informagdes
qualitativas sobre toda a estrutura e distribui¢do de componentes 6sseos fomecido pela
histologia 6ssea, a medida de componentes morfologicos, tais como espessura ostedide e
espessura da parede Ossea. Estas variaveis estatisticas sdo medidas diretamente. Esta técnica
pode também estimar variaveis cinéticas através da utilizagdo de marcagSes fluorescentes
administradas a certos intervalos, que se integram ao osso que esta se formando. Entre eles
pode-se citar a tetraciclina, alizarina, calceina, xilenol laranja. As distdncias entre cada
marcacdo fornecem informagdes sobre a taxa de formagdo e, por derivagdo, sobre outros
processos metabolicos do osso.

Segundo Russo 4

, a histomorfometria é o método capaz de fornecer um acesso direto
e preciso de andlise da atividade celular ¢ dos mecanismos teciduais de remodelagdo
envolvidos na fisiopatologia 6ssea, principalmente da osteoporose, e na resposta adequada da
massa 0ssea a terapéutica instituida.

Nas ultimas trés décadas, o campo da histomorfometria progrediu acentuadamente,
tendo o seu uso relacionado com a osteoporose nos seguintes aspectos:

a) - Para o diagnostico de exclusdo da osteomalacia e acesso ao turnover 0sseo;

b) - Na avaliagio e diferenciagdo dos complexos mecanismos envolvidos na perda da
massa 6ssea das sindromes osteoporoticas;

¢) - Para o diagnostico do efeito do tratamento na remodela¢do 6ssea ao se utilizar
tanto drogas anti-reabsortivas quanto as que promovem formagdo dssea. Esta é atualmente
uma importante utiliza¢do da histomorfometria em estudos experimentais com animais €
humanos (indispensavel para aceitagdo de novos medicamentos por Orgdos publicos de
controle como o FDA);

4 - Dar um acesso a qualidade do osso, como a microarquitetura, particularmente da
rede trabecular, da textura da matriz ostedide e da presenga de defeitos na mineralizagio
tanto da superficie quanto do intersticio.

E fundamental que a analise do material seja processada sem descalcificagdo prévia
diferentemente de como era realizada. Os fixadores mais utilizados sdo etanol a 70%,
metanol absoluto ou formalina a 10% com pH 7,0.

Como citado, um dos marcadores mais usados é o antibidtico tetraciclina, devido as
suas caracteristicas de se ligar ao osso neoformado e de emitir fluorescéncia. E utilizado
antes da realizagfo da bidpsia (ou no caso de pesquisas envolvendo animais, antes da pratica
da eutanasia) em doses calculadas oral ou subcutineo, dependendo de cada caso, por dois

dias consecutivos, com intervalo de 10 a 20 dias sem medicagio e novamente mais dois dias
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seguidos. Os dois dias ja sdo suficientes para causar o aparecimento de uma fina camada
amarela fluorescente que representa o osso recém-formado. Ao se reavaliar com 10 a 14
dias, a distdncia entre duas linhas fluorescentes nos proporcionam uma idéia da taxa de
mineralizagdo. A auséncia das margens de tetraciclina denota déficit de neoformagao dssea.
34553637 Na Figura 3.8 abaixo pode ser vista a marcagio com tetraciclina observada em

microscopia de fluorescéncia.

Figura 3.8 — Frente de mineralizacfio 6ssea marcada com tetraciclina. Repare a dupla marcacdo (setas
brancas), local onde as medidas histomorfométricas sdo realizadas. (com autorizacio da Dr"
Vanda Jorgetti — Laboratério de Fisiopatologia Renal FMUSP).

Métodos totalmente ou semi-automatizados, utilizando programas informatizados de
andlise e imagem das amostras, reduziram o tempo de resultado do exame. Parametros
estatisticos tém sido utilizados por estes programas para auxiliar no resultado do exame. Os
principais seriam: Expressando quantidade, tem-se o Volume de Osso Trabecular (ou
Densidade Volumétrica de Osso Trabecular), que significa o percentual de tecido Osseo
presente entre os envelopes subcorticais; o Volume Total de Osso, que representa o
percentual de osso cilindrico da bidpsia entre peridsteos, incluindo cortices e 0sso esponjoso
e a Espessura de Cortical, expressa em micrémetro de osso cortical. Expressando a qualidade
do osso, tem-se a Espessura das Trabéculas, dos Nodos Terminais € o Volume Estrela, outro
indice global relacionado com conectividade do osso. Estuda-se ainda através da
histomorfometria pardmetros de formagdo como Volume Ostedide, Superficie Ostedide e
Espessura Ostedide, além da Taxa de Aposi¢gdo de Mineralizagdo e Superficie de
Mineralizagdo. Como parametros da reabsorgdo, observa-se o Nimero de Osteoclastos e a
Superficie de Erosdo (expressada em percentual). °5°]

Pesquisas em animais, usando esse método, também tém sido bastante utilizadas,
devido as informagGes que o osso pode fornecer quando recebe um implante de algum

material que se queira testar como biomaterial. ***”)
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3.4. Ensaios de Biocompatibilidade: Testes de Citotoxicidade,
Sensibilidade Intracutidnea e Toxicidade Sistémica.

3.4.1. Preparacdo das amostras

As Normas Técnicas ISO 10993-10 annex B Y, ISO 10993-12 %%,
ASTM F619 1] ¢ U.S Pharmacopeia '*” preconizam a selegdo e a preparagdo de amostras e
extratos. Se o material ou dispositivo ja é encontrado no mercado, os itens de teste devem ser
representativos da produgdo em massa. Se os materiais ou dispositivos estdo
desenvolvimento, as amostras devem possuir as mesmas caracteristicas daqueles destinados
a produgdo.

Os potenciais toxicos de materiais e dispositivos dependem basicamente de sua
capacidade de sofrer lixiviagdo ¢ da toxidade de seus componentes soliveis. Por isso
normalmente se utilizam extratos confeccionados desses materiais para a realizagdo dos
testes. Contudo, levando em conta certas aplicagdes, pode ser necessario a utilizagdo do
material em condigSes normais de uso, na forma de um fragmento ou mesmo o proprio
dispositivo dentro do teste.

Os meios de extragio devem ser constituidos de alguns liquidos com graus de
polaridade diferentes, para que se possa atingir diferentes graus de solubilidade dos
componentes de um determinado material. Geralmente, os meios de extragio mais utilizados
para a realizagdo dos testes podem ser resumidos em salina fisiologica, 6leos vegetais (6leo
de coco, sementes de algoddo, sésamo, girassol entre outros), sulfoéxido de metila, polietileno
glicol e etanol, para o teste de citotoxicidade in vitro, geralmente utiliza-se ‘de meios de-
culturas completos.

Quanto & temperatura, varias sdo as possibilidades para a confecgdo dos extratos.
Porém as altas temperaturas podem alterar propriedades, fisicas, mecanicas ou quimicas de
certos compostos. E recomendavel, portanto, na maioria das vezes, o trabalho a temperatura
similar a do corpo humano (em torno de 36,5 °C), seguindo o tempo especificado pela norma
para esta temperatura (para a Norma /SO, 72 horas).

Outro fator importante € a propor¢io estabelecida entre espessura da amostra, area
superficial que entrard em contato com a solugdo e quantidade de material a ser extraido. As

normas técnicas ditam procedimentos particulares para cada tipo ou condigdo de amostra.
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3.4.2. Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade tem como objetivo detectar o potencial de um material ou
dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais no sistema biologico a nivel celular. Este
teste deve ser aplicado a todas as categorias de biomateriais.

Existem trés possibilidades para o teste de citotoxicidade: o teste por eluigdo, o teste
por contato direto e o teste por difusdo em agar (detalhado nas Normas ISO 10993-5 e ASTM
F895), realizados geralmente com a linhagem ATCC, CCLI NCTC clone 929 - clone da
linhagem L, tecido conjuntivo de camundongo, designado L-929 - que sdo cultivadas na
forma de monocamada confluente. No teste de eluigdo, extrato do material é adicionado em
concentragdes variadas em células em cultura. A avaliagio, em geral, € realizada através da
observagdio da inibi¢ido ou ndo do crescimento das culturas celulares. No teste por contato
direto, uma determinada quantia do material ¢ colocada diretamente sobre uma monocamada
de cultura de células recoberta por meio de cultura. A liberagdo de substancias toxicas pelo
material pode lesar as células ou reduzir a taxa o crescimento celular da cultura. No método
por difusdo em agar, uma quantidade do material sob teste é acondicionada sobre uma
camada de agar que recobre uma monocamada confluente de células. Caso substéncias
toxicas sejam liberadas pelo material, estas se difundem através da fina camada de agar,
provocando lise e até a morte das células.

O teste de citotoxicidade é um teste rapido, padronizado, sensivel e de baixo custo,
capaz de fornecer dados se um material apresenta quantidades significantes de elementos
toxicos extraiveis. A sensibilidade do teste estd no fato de que as culturas celulares
permanecem em ambiente controlado e sem a presenga dos mecanismos de defesa celular
existente no sistema biologico.

Existe uma correlagdo bastante razoavel entre os teste de curta duragdo in vivo ¢ os
testes de citotoxicidade para materiais implantaveis. Porém estes ultimos sfio apenas
indicadores primarios de biocompatibilidade bioldgica € ndo eliminam a necessidade dos

testes in vivo, formulados para interagdes especificas.
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3.4.3. Teste de sensibilidade intracutinea

As normas ISO 10993-10 1, 1SO 10993-12 ', ASTM F719"" e ASTM F749 ©
tratam dos testes para a observagdo de sensibilizagdo e irritagdio do sistema biologica,
caracterizada pela dermatite de contato, que é a reagio cutdnea mediada pelo sistema
imunologico. Essa reagdo cutinea € causada pelo efeito direto de uma substincia sobre a
pele. Nos animais de laboratério sdo observadas reagdes que vdo desde a vermelhiddo
(eritema) a inflamagdo (edema). Esses resultados de sensibilizagio podem fornecer
indicativos importantes. Por exemplo, para reagdio positiva, a substincia pode ser
caracterizada como lesiva (embora resultados em animais muitas vezes atribuem potencial de
risco mais alto que o real) e para reagdo negativa, pode-se concluir que o material possui
uma margem segura em termos de risco potencial para uso em humanos. A irritagio pode ser
avaliada através de testes de irritagdo ocular, de pele (primario) e intracutineo, sendo este
ultimo utilizado a mais de trinta anos para testes de polimeros utilizados como recipientes
farmacéuticos. O teste consiste na preparagdo de extratos dos materiais, que sio injetados por
via intracutanea, em pequenos volumes do dorso de animais de laboratério devidamente
tricotomizados (geralmente coelhos albinos). Nos testes, os extratos que apresentarem
resposta irritante maior que os controles sdo considerados toxicos. Os veiculos de extragdo
mais utilizados sdo solugdo salina, solugdo salina/alcool e 6leo vegetal oficinal (geralmente
Oleo de semente de algoddo ou de gergelim). A solugdo fisiologica e o dleo vegetal sdo
importantes veiculos de extragdo, pois eles determinam a propriedade do material em ser
hidrossolivel ou lipossoluvel (o que determina a liberagio de ions ou detritos), ou nem um,
nem outro, que ¢ um dos indicios que se deseja para o material em teste ser considerado
biocompativel (logicamente existem niveis de dissolu¢iio que sfo minimos e, portanto,
aceitaveis).

Os sitios de aplicagdo dos extratos sdo observados durante 72 horas e classificados

em fungdo da formagdo de edemas ou eritemas.
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3.4.4. Testedetoxicidade sistémica

O teste de toxicidade sistémica aguda, determinado pelas normas IS0 10993-11 11 ¢
ASTM 7507™® consistem:no-efeito-adverso, -dentro de-um-curto-espago de-tempo, cansado
por uma substincia administrada em uma tnica dose. A toxicidade sistémica est4 relacionada
com os efeitos que conip_onentes quimicos, liberados por um material, podem ter sobre o
-comportamento, -a -safide -geral ‘¢ ‘certos -Orgdos-vitais -(figado, -cérebro, -coragio, -rins),
geralmente distantes do sitio de contato. A normas nfio fornecem um protocolo detathado
para o estudo da toxicidade sistémica, sugerindo varias metodologias publicadas em outras
‘normas -intetnacionais. Os-animais mais-utilizados -para -os teste -de-toxicidade sistémica-sdo
os camundongos albinos, ¢ os extratos (os mesmos citados anteriormente) podendo ser
aplicados por via tdpica, inalagdo intravenosa, intraperitonial ou oral. (ratos também sdo
-usados ‘em -algumas:situagdes). O :comportamento-dos-animais ‘€ -observado-a intervalos:pré-
estabelecidos pela norma ISO, que separa os efeitos adversos em agudo, subagudo,
subcronico e cronico. Os efeitos agudos ocorrem dentro das primeiras 24 horas apds a
-aplicagdio; efeitos subagudos ‘surgem entre 14 ¢ 28 :dias apés-a-aplicago. Estudos -que ‘se
prolongam entre 90 dias ou até 10% do tempo de vida do animal sio classificados como
subcrdnico e os cronicos se estendem por um tempo maior que 10% da vida do animal.

-Para -0 -teste de -toxicidade sistémica, ‘0s -extratos ‘mais -comumente -utilizados ‘sdo
salina fisiolbgica e 6leos vegetais (exemplos ja citados), que representam os componentes
extraiveis hidrossoliveis e lipossoliveis respectivamente (podendo, em alguma vezes, ser
-utilizado também solugGes intermedidrias, comoé-0 -caso do:Etanol/Salina Fisiologica :1/20
VIV). |

Os resultados do teste sfio baseados na observagdo do comportamento dos animais a
‘intervalos pré-determinados :‘durante trés ‘dias -ap6s ‘0 extrato -administrado. A ‘interpretagio
desses resultados baseia-se nas diferengas apresentadas emtre os grupos de testes © os
controles (os controles sfio apenas as solugles submetidas aos mesmos processos que os

extratos).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Aspectos gerais

Neste trabalho foram utilizadas amostras de PVDF B com 12 pm de espessura,
estirada biaxialmente. A cristalinidade ¢ de aproximadamente 42%, ¢ a razio entre as fases B
e a é de 45% (dados obtidos de amostras virgens). O polimero, fabricado pela Empresa
Kureha Chemical Industries, biaxialmente estirado e comercialmente utilizado nas indastrias
de capacitores, foi doado ¢ previamente polarizado pelo Grupo de Polimeros Bernhard
Gross do Instituto de Fisica da USP de Séo Carlos.

Como a intengio deste trabalho € a observagdo de algumas reagdes do polimero em
contato com o 0sso in vivo (protocolo de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica para
analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo — Anexo A), fez-se necessario a pratica de intervengdes
cirurgicas para implantes. Porém, qualquer material que venha a ser utilizado como implante
necessita ser testado em varios aspectos. As normas ASTM, ISO 10993 ™ ¢ US
Pharmacopeid 14} apresentam um conjunto de procedimentos técnicos que ditam o que se
deve fazer para testar um determinado material candidato a biomaterial. Além disso, paia
esses ensaios, assim como para o implante, o material necessita ser submetido e resistir a
pelo menos um dos varios processo de esterilizagdo existentes. Dessas, duas foram
escolhidas por serem as mais utilizadas em polimeros: a esterilizagio por 6xido de etileno ¢
por radiagdo, realizadas através do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP.
A esterilizagdo por autoclave ou estufa, muito comum em laboratérios e hospitais, foram
descartadas devido a baixa resisténcia de grande parte dos polimeros quando submetidos a
altas temperaturas *!, o que determinaria deformagdes mecanicas e conseqiiente alteragio na
polarizagdo do PVDF. Portanto, os testes de esterilizagio se resumiram nos dois tipos
mencionados acima e serviram para verificar qual seria a melhor forma de esterilizar o
polimero PVDF de tal maneira a preservar suas propriedades mecanicas e piezelétricas.

Para testar a compatibilidade do filme de PVDF frente ao sistema bioldgico, foram
escolhidos trés procedimentos: os ensaios de sensibilidade intracutinea, toxicidade sistémica
e citoxicidade. Para os ensaios de toxicidade sistémica e sensibilidade intracutinea, foram
confeccionados extratos com o polimero, seguindo o determinado pelas normas ISO 10993-
10 annex B, IS0 10993-12 "7 ¢ ASTM F619.

Como para os teste de biocompatibilidade ¢ para o implante' d¢ PVDF foram

exigidos animais, seguiram-se alguns procedimentos técnicos ¢ normas para a utilizagio
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tanto coethos como camundongos, para que se pudesse manter um padrdo desejavel e dentro
de éticas tanto para manuseio, manutengdo assim como para a eutanasia dos animais.
[72,73,74,75,76,717,78, 79,80]

As andlises dos resultados do provavel estimulo do polimero sobre as lesGes
induzidas nas tibias de coelho foram baseadas em medidas histomorfométricas e analises

morfolégicas em laminas histologicas convencionais.

. 4.2. Teste de citotoxicidade

4.2.1, O teste

Dentre as possibilidades de teste para a avaliagio da citotoxicidade constantes da
norma ISO 10993-5 ™9 foi selecionado o teste por difusdo em 4gar, que é comum 4 norma
ASTM F895 9 onde uma quantidade do material sob teste, no caso o PVDF, ¢ colocada
sobre uma camada de agar que recobre uma monocamada confluente de células. Caso
substancias toxicas sejam liberadas pelo material, estas se difundem através da camada fina
de agar, matando ou rompendo células da monocamada confluente. Devido a complexidade
deste teste € as condigdes especiais que as culturas celulares exigem, este procedimento foi
realizado pela Se¢do de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo, conforme

demonstrado no laudo do Anexo B.
4.2.2. O modelo bioldgico para o ensaio

Para este ensaio, células NCTC Clone 929 de tecido conjuntivo de camundongo
(CCL1-ATCC-USA), foram semeadas em placas de Petri, estéreis e descartaveis (Corning)
em MME Eagle e incubadas em estufa (Forma) a 37 +1 °C, com atmosfera controlada (5%
de CO; ¢ 95% de umidade) durante 48 horas. O meio de cultura liquido foi, entdo,
substituido por um meio de cobertura sélido, composto de partes iguais de meio de cultura

concentrado (2x) e agar com vermelho neutro.

4.2.3. Procedimento

Seguindo a etapa acima, as amostras de PVDF (0,5 cm x 0,5 cm) foram colocadas

sobre o meio de cobertura, com o auxilio de cilindros de 0,5 cm de didmetro. As placas de

Petri voltaram a ser incubadas por um periodo adicional de 24 horas. Como controle positivo
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foi utilizado um fragmento de 0,5 cm x 0,5 cm de latex toxico € como controle negativo

discos de papel filtro atoxico de 0,5 cm de didmetro.

4.2.4. Avaliagdo dos resultados

A avaliagdo dos resultados do teste de citotoxicidade ¢ feita pela observagdo do
indice de zona, que é representada pela area nio corada pelo corante vital, e anotando-se o
indice de lise, que indica a porcentagem de células degeneradas.

Os indices, apresentados na Tabela 4.1, sio traduzidos numericamente ¢
correlacionados, fomecendo o indice de resposta. As amostras s3o testadas ¢ quadruplicadas
em placas separadas. '

Tabela 4.1 - indice de zona e indice de lise utilizados na avaliagdo da citotoxicidade (adaptado *}).

indice de Descricio . ndice Descricao
Z0na de lise

0 nenhuma zona sob ¢ ao redor da mostra 0 nenhuma lise

1 ] zona limitada sob a amostra 1 menos que 20% da zona afetada
2 zona menor que 0,5 cm ao redor da amostra 2 menos que 40% da zona afetada
3 zona entre 0,5 ¢ 1,0 cm ao redor da amostra 3 menos que 60% da zona afetada
4 zona maior que 1,0 cm sem envolver toda placa 4 menos que 80% da zona afetada
5 zona que envolve toda placa 5 mais que 80% da zona afetada

4.3. Preparo do veiculo de extracdo: Testes de Sensibilidade
Intracuténea e Toxicidade Sistémica

4.3.1. Veiculos de extragdo ou solventes

Foram utilizadas as seguintes solugdes (veiculos de extragio) para a confecgdo dos

extratos/controles:

- Velculo de Extragdo Polar (VEP) - soro fisiolégico (estéril);

- Veiculo de Extracido Ndio-Polar (VEI\D - Oleo vegetal de semente de sésamo (gergelim),
submetido a sistema de filtragem (filtro de 0,45 pm esténl);

- Veiculo de Extra¢do Intermedidrio (VEI) - etanol:soro fisiolégico (1:20) (etanol P.A.)
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4.3.2. Polimero (amostra)

Foram separadas 6 amostras de filme de PVDF B com 12 pm de espessura cada. Por
se tratar de um filme fino, seguiu-se a razio area/veiculo de extragio (6cm’/ml), mostrado na
Tabela 4.2, para chegar aos 120 cm’ (12 cm x 10 ¢m) de 4rea necessarios para os 20 ml de
veiculo de extragdo utilizados.

Os filmes foram esterilizados em 6xido de etileno.

Tabela 4.2 — Relagio entre espessura do filme e raziio area/quantidade de veiculo de extragao
(adaptado >},

Forma do Espessura  Razio drea/veiculo de
material (drea) (mm) extragio
Filme ou <05 6cm’ /1 ml
13mina fina 05210 3cm’/1ml

4.3.3. Preparacdo dos extratos e controles

Para cada 20ml de veiculo de extragdo, utilizou-se uma das amostras de PVDF de
120cm’. Dentro de uma capela de fluxo laminar, em ambiente desinfetado ¢ com as solugdes,
instrumentos e recipientes esterilizados, cortou-se o polimero em tiras para se obter uma area
maior de contato entre amostra ¢ solugdo. As amostras foram colocadas em trés frascos e, em
seguida, adicionados os 20ml dos veiculos de extragdo — salina fisiolégica, solugio de
etanol:salina fisiologica e dleo vegetal respectivamente. Ao mesmo tempo, preparou-se um
“branco” para cada meio, (trés frascos somente com as solug3es citadas) para comparagio e
administragio paralela. Entfio, os frascos contendo os veiculos com e sem as amostras de
polimero foram condicionados a 37 °C (£ 2 °C) por 72 horas (+ 2 h), com agitagdo constante
(agitador C24 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific). Apos este periodo, os extratos
foram vertidos em frascos tipo garrafa, estéreis, para separar o polimero dos veiculos de
extragio e estes pudessem ser armazenados até o momento de utilizagdo. Esse procedimento
também foi realizado dentro da capela de fluxo laminar em ambiente limpo. Desta forma,
com as solugGes de salina fisioldgica, etanol:salina e 6leo vegétal, mais PVDF, obteve-se,
respectivamente, os Extratos Polar (EP), Intermediario (EI) e N&o-Polar (EN). Em
contrapartidé, as solugdes sem o polimero forneceram os Controles Polar (CP), Intermediario
(CI) e Ndo-Polar (CN).
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4.4. Teste de sensibilidade intracutanea
4.4.1. O teste

Este teste, ditado pelas Normas ASTM F719, ASTM F749 e ISO 10993, partes 10 e
12, ttm como principio determinar o potencial, do polimero em teste, de produzir irritagdo
apés a inoculagéio intradérmica dos extratos e dos controles na pele da regido dorsal de
coelhos. O material € excluido automaticamente do teste quando este se mostra irritante para

a pele, olhos ou mucosa e/ou possua pH < 2 ou pH = 11,5, o que ndo ¢ o caso do PVDF.
4.4.2. Os animais

Foram utilizados cinco coelhos da raga New Zealand White, machos, jovens, com
peso corpoéreo de aproximadamente 2,5 Kg, fornecidos pelo Biotério Central da FMUSP,
aclimatados e alimentados com ragdo balanceada e agua ad /ibitum, mantidos e manuseados
no Biotério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP.

4.4.3. Procedimento de inoculagdo
Um dia antes do teste, foi realizada a tricotomia da regido dorsal dos animais, nos

dois lados da coluna, seguindo uma area suficiente para que as injegdes de extratos pudessem
ser realizadas (Figura 4.1). Os animais receberam identificagdes Al, A2, A3, A4 e AS.

Figura 4.1 — Tricotomia na regifo dorsal do coelho.

Imaginariamente, dividiu-se o dorso tricotomizado do animal em quatro quadrantes,
no qual foi injetado, intracutaneamente, 1ml de Extrato Polar (EP) em cinco pontos no
quadrante superior esquerdo (0,2 ml por aplicagdo) e similarmente, 1ml de Controle Polar
(CP) em cinco pontos no quadrante logo abaixo (seguindo a medida de 0,2 ml por aplicagédo).
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Repetiu-se o procedimento para o Extrato Ndo-Polar (EN) e para o Controle Nao-Polar (CN)
nos outros quadrantes do outro lado da coluna do mesmo animal. Todo o procedimento
descrito acima foi realizado nos demais animais. Um esquema ¢ demonstrado na Figura 4.2.
Usaram-se, para as inje¢des intradérmicas, agulhas de tamanhos e calibres apropriados para a

viscosidade dos extratos em teste.

Cranial
19 o1
2@ ®2
injegio de 0.2 ml d 19 @3 injecdo de 0,2 ml de
extrato polar (EP) extrato ndo-polar (EN)
i@ { T
s@ 2 @5
3
=
i@ = @6
s
injecdo de 0,2 ml de e ~ ®7 nje¢do de 0,2 mi de
controle polar (CP) @ @8 controle nao-polar (CN)
£l @3
nwe @1
Caudal
a) b)

Figura 4.2 — Aplicacio dos extratos e controles polares para teste de sensibilidade intracutinea.
a) Demonstracio dos quadrantes e visualizacio apés aplicacfio intracutinea (seta);
b) Locais de aplicaciio.

4.4.4. Observagdo dos animais: formagdo de edemas e eritemas

Foram observados nos animais as aparéncias das reagdes teciduais de cada ponto de
inje¢do em tempos pré-determinados de 0, 1, 24, 48 e 72 horas. A reagdo do tecido ¢
graduada por eritema e edema, de acordo com o sistema de classificagdo apresentado na
Tabela 4.3, para cada injecdo realizada e a cada intervalo de tempo observado. Os resultados
sdo registrados em uma planilha montada conforme demonstra a Tabela 10.1 do Anexo C.

Tabela ‘4.3 — Possiveis reacdes causadas pelos extratos e controles aplicados intradermicamente
(adaptadal®">5%),

Reacdo Nivel numérico
Eritema e formacgdo de escara

‘Sem eritema 0
Muito leve (pouco perceptivel) 1
Definido. 2
Moderado 3
Severo (vermelho-beterraba ou formagéo de escara antes do eritema). 4

Edema
Sem edema 0
Leve (pouco perceptivel) 1
Definido (extremidades da area bem definidas por aumento) 2
Moderado (aumento de aproximadamente 1 mm) 3
Severo (aumento > 1mm, estendendo além da 4rea de exposi¢io). 4
Contagem possivel para a irritagiio -8
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4.4.5. Avaliag¢do dos resultados

Determina-se o Indice de Irritagdo Primaria (ITP).

Para cada animal, somam-se as contagens de irritagdo primaria do eritema ¢ edema
juntos, mas separadamente para cada extrato-teste a cada tempo especifico. Divide-se essa
soma pelo mimero total de observagdes (usam-se somente observagdes de 24, 48 € 72 horas
para os calculos). A determinaggo ¢ similar para os locais injetados com o controle (branco).

Subtrai-se¢ a contagem obtida dos reagentes controles da contagem obtida com os
extratos do material. O resultado € a Contagem de Irrita¢io Primaria (CIP). Um exemplo
montado na Tabela 10.2 do Anexo C demonstra, apenas para uma melhor compreensdo, o
calculo para um animal testado hipoteticamente, denominado C1.

Tem-se entdo, para o coelho-exemplo C1 acima citado, o valor de CIP= 0,87 e,
supondo outros quatro animais como exemplo (C2 = 1,03; C3 = 0,95; C4 = 1,25;
C5 = 0,83), pode-se obter o indice de Irritagio Priméria, somando-se as contagens dos

animais ¢ dividindo pelo nimero de animas. Portanto tem-se:
IMP=(C1+C2+C3+C4+C5):5 = 493:5 = 0,986

O valor de HIP acima corresponde a uma resposta de irritagio LEVE, conforme o

Indice de Irritagio Primaria caracterizado pelo mimero descrito na Tabela 4.4 abaixo:

Tabela 4.4 - Indices de Irritagio Primaria (adaptadal*»*>¢"%),

Resposta por categoria Contagem média (IIP)*
NEGLIGENCIAVEL 0ao04
LEVE 0,5al19
MODERADO 2,0a4,9
SEVERO 5a8

* O indice de Irritagio Priméria é determinado pela soma das
Contagens de Irritag@o Priméria para cada animal e dividido
pelo niimero de animais.
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4.5. Teste de toxicidade sistémica

4.5.1. O teste

Neste ensaio, ditado pelas Normas ASTM F750-87/" ISO 10993 parte 11 % ¢
Pharmacopeia of United States of América (1995) — Biological Reactivity Tests, in vivo [V,
tem-se como principio determinar o potencial de toxicidade sistémica do polimero em teste
apés a inoculagdo intraperitonial ou intravenosa dos extratos e dos controles em

camundongos, comparando reagdes adversas que estes possam a vir apresentar.
4.5.2. Os animais

Segundo as Normas Técnicas, os ensaios devem ser realizados em camundongos
albinos da raga Swiss, com peso entre 17g e 23g, porém, os animais usados nesse ensaio
variaram entre 35 e 55 gramas, o que fez com que cuidados necessarios fossem tomados para
respeitar a dosagem recomendada pela norma (50 ml/kg).

Ao todo foram 30 animais, obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Séo Paulo e mantidos no Biotério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP,
sendo tratados.com alimentagio balanceada e agua filtrada. Foram separados em 6 grupos de

5 animais para aplicagdo dos extratos e controles, conforme detalhado na Tabela 4.5, abaixo.

Tabela 4.5 — Grupos para separacio dos animais de teste

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Extrato Controle Extrato Controle Extrato Ndo | Controle Nio
Polar Polar intermedidrio | intermediario Polar Polar
EP) (CP) ED €D EN) CN)
5-animais 5 animais 5 animais 5 animais 5-animais 5-animais
Salina Etano:Salina Oleco
fisiologica Salina fisiologica | Etanol:Salina Vegetal Oleo
+ fisiologica + fisiologica + vegetal
PVDF PVDF PVDF

4.5.3. Procedimento de inoculagdo

Foram feitas as tricotomias e as identificagdes dos animais na véspera do

experimento (Figura 4.3a). Seguiu-se com a aplicagdo dos extratos e controles através de
injecdo intraperitonial, na dose 50 ml/kg de peso corpéreo do animal (em média 1,5
ml/camundongo) (Figura 4.3b).
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a) b)
Figura 4.3 — a) Tricotomia na regiio abdominal do camundongo; b) Aplicaciio de extrato/veiculo de
extraciio na regiio abdominal (intraperitonial) do camundongo.

4.5.4. Observagdo das reacdes adversas dos animais: coleta de dados
As observagdes das reagdes adversas nos animais foram realizadas nos tempos 0, 4,
24, 48 e 72 horas. Os sintomas a serem avaliados sdo descritos na Tabela 4.6 abaixo:

Tabela 4.6 — Respostas dos ensaios conforme sintomas exibidos pelos animais inoculados com os extratos e
os controles para o teste de toxicidade sistémica. (adaptado $4%™)

Indice de
Resposta Descrigio toxicidade
sistémica
Normal Animal ndo exibe sintomas adversos. 0
Leve Animal exibe sintomas adversos leves, mas notéveis de hipocinesia, dispinéia ou 1
irritagdo abdominal.
Moderada | Animal exibe evidéncia definitiva de hipocinesia, dispinéia, irritagdo abdominal, 2
ptose* ou diarréia (usualmente o peso corpéreo cai entre 15 a 17 gramas).
Severa Animal exibe prostragdo, cianose, tremores ou sintomas severos de dispnéia, 3
irritagdo abdominal, ptose ou diarréia (perda extrema de peso corpoéreo > que 15
gramas).
Morte Animal morre. 4

O teste ¢ considerado negativo se nenhum dos animais injetados com os extratos
mostrarem uma reagdo biologica significativamente maior que os animais tratados com o

controle.

4.5.5. Avaliagcdo dos resultados

Os resultados obtidos sdo analisados através da comparagdo de comportamentos
entre animais inoculados com material de teste e os inoculados com o controle. As Tabelas
11.1 e 11.2 do Anexo D mostram, respectivamente, os esquemas de uma planilha que pode
ser montada para anotagdes e andlise das observagdes e uma para anotar os valores médios

obtidos pelos animais durante os dias de teste.

o Ptose: queda de um érgiio pelo relaxamento dos ligamentos vicerais ou das paredes abdominais.
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4.6. Cirurgia de implante do PVDF em tibias de coelhos

Para provocar as lesdes Osseas padronizadas nas tibias dos coelhos, foram utilizadas
brocas de 2,5 mm. Essas lesoes, que posteriormente serdo os sitios de analise do crescimento
6sseo, entraram em contato com o polimero piezelétrico PVDF através da fixacdo deste,

junto ao 0sso, em conjunto com uma placa de osteossintese.
4.6.1. Os animais e os procedimentos pré-cirdrgicos

Foram utilizados 20 coclhos da raca New Zealand White, machos, jovens, com peso
corporeo de entre 2,7 e 3,0 Kg °, pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP,
aclimatados ¢ alimentados com rag3o balanceada e agua ad libitum, mantidos € manuseados
no Biotério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP.

Como qualquer cirurgia em que se queira manter um ambiente o mais estéril
possivel, todo um protocolo foi seguido, desde as vestimentas (uniformes, tocas, luvas, etc.),
assepsia (escovas, detergente degermante, P.V.P.1° etc.) e montagem da mesa cirargica

(campos, caixa cirdrgica, fios de sutura, bisturi, gazes esterilizados, etc.).
4.6.2. Material implantado e equipamentos extracaixa cirdrgica

Para a realizagio das cirurgias de impiante, foram utilizados os filmes de polimero
PVDF, comercialmente adquiridos e cortados nas dimensdes 25mm x 7mm, com 4 furos de
2,5mm cada (Figura 4.4), as placas de osteossintese bucomaxilofacial (25mm x Smm, com 4
furos de 2,5mm cada) e os respectivos parafusos (6mm x 2mm¢) (Figura 4.5), a chave
propria para esses parafusos (Figura 4.6a), perfuradores (microretificas) e fio (extensdo)
elétricos, brocas de 1,5 mm e 2,5 mm e o guia para perfura¢iio (condutor das brocas) (Figura
4.6b); '

Deve-se lembrar que todos os materiais, equipamentos ¢ ferramentas citados foram

devidamente limpos e esterilizados, alguns por 6xido de etileno e outros por autoclave.

5 Peso estipulado devido a0 maior didmetro geralmente apresentado pelas tibias, o que inferia uma maior resisténcia i fraturas
durante as cirurgias de implante.
SpvpI- polivinilpirrolidona-iodo a 10% - 1% de iodo ativo em solugZo aquosa.
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a) b)
Figura 4.4 — Filme de PVDF polarizado. a) antes de ser submetido ao processo de esterilizacdo por éxido de
etileno; b) acondicionado em embalagem dupla e esterilizade (dentro da marcacio quadrada).

a) b)

Figura 4.5 — Placa de osteointegracfio bucomaxilofacial em titinio comercialmente puro e parafusos em Ti-
6Al-4V utilizados para fixacdio do PVDF junto a tibia do coelho. (Fornecidos pela empresa
ENGIMPLAN Ind. e Com. Ltda). a) antes de ser submetido ao processo de esterilizacfio por
6xido de etileno; b) acondicionado em embalagem dupla e esterilizado.

a) b)
Figura 4.6 — Equipamentos: a) Chave especifica para os parafusos da placa bucomaxilofacial.
(Fornecida pela empresa ENGIMPLAN Ind. e Com. Ltda) e b) guia para as brocas.
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4.6.3. Tricotomia e anestesia

Para a realizagéo das tricotomias, o detergente degermante foi utilizado tanto como
uma pré-assepsia, como para a formagéo da espuma que facilita a raspagem dos pelos. Esta
foi realizada com uma ldmina de barbear comum presa a um aparelho.

A associagdo dos anestésicos cloridrato de quetamina (anestésico dissociativo) e
cloridrato de xilazina (miorrelaxante a nivel central) foi utilizada para a realizacdo da
cirurgia "**), Mesmo o animal estando sedado, a xilocaina era aplicada no local das incisdes

antes destas serem realizadas’.
4.6.4. Técnica cirirgica
O coelho foi anestesiado com associagdo quetamina/xilazina (anestesia geral); €

realizada a tricotomia bilateral dos pelos da regido da tibia; prepara¢do da mesa cirargica
(campos estéreis e instrumentais cirirgicos) (Figuras 4.7a e 4.7b);

Figura 4.7 — Descriciio da técnica ciriirgica: a) animal anestesiado e tricotomia bilateral das tibias pronta;
b) preparacfio da mesa ciriirgica;

No animal, colocado em decubito dorsal sobre a canaleta da mesa cirurgica, foi
realizada a anti-sepsia com P.V.P.I.. Foi aplicado xilocaina e realizada incisdo na regido
antero-medial do 1/3 proximal da perna direita, interessando pele e subcutidneo, desde a
regido metafisaria, cerca de 1 cm distal a interlinha articular do joelho, com extensdo
aproximada de 4 cm (Figuras 4.8a e 4.8b);

" Procedimentos de anestesia, cirurgia e pos-cirtirgicos supervisionados pela médica veterinaria Dr* Angélica Paula Grando (FMVZ-
USP) e realizadas pelo médico ortopedista Dr. Raul Bolliger Neto (IOT-HC-FMUSP).



Figura 4.8 —De:|]:ri¢ﬁo da técnica ciriirgica: a) anti-sepsia pré—operatiﬁri:z'b} inser¢do;

Na seqiiéncia, foram feitas a divulsdo da fascia profunda e desinsersdo do plano
muscular junto a borda medial da crista anterior da tibia, afastando o musculo medialmente,
abrindo o peridsteo e expondo a tibia (Figura 4.9a). Prosseguindo, foram feitos quatro furos,
utilizando uma broca de 1,5 mm de didmetro, motor elétrico (micro-retifica) sob pressdo
manual ¢ um guia especialmente confeccionado. Estas perfuragdes atravessaram uma
camada cortical apenas aprofundando até o canal medular e serviram para a fixagdo da placa

de osteossintese e, conseqiientemente, do polimero (Figura 4.9b).

a) b)

Figura 4.9 — Descricfio da técnica ciriirgica: a) exposi¢io da tibia; b) utilizacdo do guia para a realizagdo
das perfuragdes, na camada cortical da tibia para fixacfio da placa e do polimero (broca 1,5
mm de didmetro);

O passo seguinte consistin na realizagdo de dois furos utilizando o mesmo motor
elétrico e a mesma. guia, porém substituindo a broca por uma de 2,5 mm de didmetro. Essas
lesGes, onde mais tarde serdo os sitios de analise de crescimento dsseo, foram feitas entre os
1° e 2° e entre os 2° e 3° furos citados no paragrafo anterior, também com espessura de uma
camada cortical (Figura 4.10).
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a) b)

Figura 4.10 — Descricfio da técnica ciriirgica: a) realizacdio dos furos maiores (broca de 2,5 mm de
didimetro), utilizando o guia, que servirio de locais de anilise de crescimento o6sseo;
b) demonstracéio dos furos para os parafusos da placa (seta azul) e os furos, para anilise de
crescimento 6sseo (seta branca).

A placa de osteossintese foi entdio fixada ao osso por quatro parafusos inseridos nas
respectivas perfuragdes ja mencionadas, com uma chave propria as fendas da cabega do
parafuso. O filme de PVDF foi colocado entre o plano inferior da placa e plano do osso,
ficando uma superficie integra do polimero (visto que o polimero também ¢é perfurado para a
passagem dos parafusos) sobre a lesdo (Figura 4.11);

a) b)

Figura 4.11 — Descri¢iio da técnica cirargica: a) detalhe do polimero implantado com os furos para
passagem dos parafusos; b) fixacio do polimero (entre a tibia e a placa) utilizando chave
especial;

Realizada a revisdo da hemostasia e a lavagem com soro fisiologico estéril deu-se
inicio ao fechamento do plano muscular (sutura) com pontos simples separados, utilizando
fio mononylon 4-0 e em seguida, fechamento da pele (sutura) com pontos simples separados,

utilizando fio mononylon 4-0 (Figura 4.12b).
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b)
Figura 4.12 - Descrigfio da técnica cirirgica: a) placa e polimero fixado; b) sutura finalizada.

Os mesmos procedimentos foram repetidos no lado contra-lateral, exceto quanto a
colocagdo do filme de PVDF (tibia controle).

Apos as cirurgias nas duas patas, foram feitos curativos com gaze, esparadrapo e
faixa de crepe e aplicada uma dose de antibiotico (cefazolina sodica).

Para que se pudesse evitar qualquer tendéncia, optou-se, por colocar o polimero
alternando esquerda e direita nas tibias dos coelhos. Apds a cirurgia, os coelhos foram
acomodados em caixas de contengdo (Figura 4.13), onde receberam analgésico (dipirona
sodica) e outra dose de antibidtico (procedimentos pos-operatorios) € permaneceram por 30
dias até a data de sacrificio para retirada das tibias.

Figura 4.13 - Caixa de contencdo (LIM-41 - IOT - HC - FMUSP)
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4.7. Marcador 6sseo - Tetraciclina

Como citado anteriormente, a tetraciclina € um antibidtico capaz de se ligar a osso
em formagdo, formando duas marcagGes fluorescentes quando aplicados em um intervalo de
tempo determinado.

Contando as quatro semanas, no 14° ¢ 15° dias ap6s o implante foram aplicadas, por
via subcutinea, as 1* e 2° doses, respectivamente, de tetraciclina na dose 20mg/kg de peso
corporeo; No 27° ¢ 28° dias, foram injetadas as 3* e 4* doses do antibidtico, na mesma
quantidade.

Abaixo, sdo citados os passos mais importantes durante os trinta dias entre o
implante € a cutanasia. A Tabela 12.1 do Anexo E mostra o exemplo de tabela diaria
utilizada para controle de cada coelho ensaiado.

1° dia - Implante do polimero.

2° dia - Retirada dos curativos e aplicagdo de mais uma dose de antibiético.

12° dia - Inicio dos exercicios fisicos em esteira. (para os grupos selecionados).

14° dia - Aplicagdo da 1* dose de tetraciclina (20mg/Kg de peso corporeo, que se

fixa ao 0sso durante a mineralizagio).

15° dia - Aplicagdo da 2* dose de tetraciclina.

27° dia - Aplicagdo da 3® dose de tetraciclina.

28° dia - Aplicacdo da 4* dose de tetraciclina.

30° dia - Eutanasia, dissecagio ¢ encaminhamento ao laboratério para inicio do

processo de emblocamento das pegas anatdmicas.

O periodo de 30 dias entre implante ¢ eutandsia foi determinado em fungdo de
observagdes anteriores, que demonstraram que 8 semanas (determinado por alguns autores
como um tempo ideal para observagdes de crescimento 6sseo em coelhos) era tempo demais
para a observagio com a tetraciclina, pois as marcagdes eram dificeis de serem encontradas e
o furo se achava completamente calcificado (fechado). -
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4.8. Protocolo de exercicio fisico e esteira

Para se observar se o efeito piezelétrico do polimero surtiria algum efeito sobre 0 a
lesdo Ossea quando mecanicamente estimulado, um protocolo onde alguns coelhos seriam
submetidos a exercicios fisicos foi esquematizado.

Um grupo de coelhos foi escolhido para a realizagdo de exercicio fisico em esteira
rolante adaptada. Buscou-se com isso, conseguir um parametro de comparagio adicional, ou
seja, entre patas com e sem polimero, ¢ patas com e sem exercicio, verificando se a
propriedade piezelétrica poderia se manifestar no polimero a partir da energia mecanica
oferecida pelo exercicio fisico dos animais e, com isso, transmitir uma indugdo de
polarizagdo elétrica ao osso. |

Seguindo algumas etapas do protocolo ditado por Rosa-Matielo 1, foi montado o
protocolo para os exercicios em esteira para os coelhos operados. Dessa maneira ficou
determinado que os exercicios deveriam ser realizados diariamente, a partir do 12° dia pds-
cirurgico, obedecendo a uma velocidade aproximada de 14m/min. Os animais sdo
submetidos a 10 minutos no aparelho desligado para ambientagdo e depois € iniciada a
sessdo de exercicios. Cada animal é exercitado por 5 minutos, repousa 5 minutos € retoma a
atividade por mais 5 minutos. Este protocolo é realizado por 14 dias, até a eutanasia,
seguindo:

5 dias de exercicio (12° ao 16° dia) e 2 dias de intervalo

5 dias de exercicio (19° ao 23° dia) e 2 dias de intervalo

4 dias de exercicio (26° ao 29° dia) ¢ eutanasia (30° dia)

Para os exercicios fisicos, uma esteira ergométrica humana convencional foi
adaptada para se adequar aos exercicios dos coelhos (Anexo F). A adaptagfo foi necessaria
para se poder chegar a uma rotagio da esteira em aproximadamente 14m/min (coelho em

caminhada normal) e para sua contengio durante os exercicios fisicos.
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4.9. Eutanasia

Trinta dias ap6s a data do implante, a eutanasia foi realizada. Os animais foram
anestesiados e, apds o efeito do farmaco estabelecido, receberam uma injegéo de cloreto de
potassio, por pungdo cardiaca, ocasionando o sacrificio quase que instantineo. Esta é uma
prética bastante utilizada, pois visa um sacrificio mais humanitario tentando minimizar, tanto
o quanto o possivel, o sofrimento do animal.

Em todas as etapas do trabalho, onde animais estiveram envolvidos, foram seguidas
as recomendag8es de um protocolo ético 7>"*). O Anexo G mostra um protocolo sugerido
pelo COBEA.

4.10. Preparac¢ao das amostras para contagem histomorfométrica
4.1 0 1. Dissecagdo

As tibias dos coelhos foram dissecadas, cortadas com o auxilio do mesmo
equipamento usado para se fazer os furos na tibia na cirurgia, porém, deste caso, com um
disco de corte em ago. A seguir, todo o procedimento convencional para o embutimento em
resina agrilica foi efetuado. Este procedimento ¢ usualmente adotado para confecgio de
laminas de material 6sseo n3o descalcificado, utilizado nas medidas histomorfométricas.

Todo o procedimento esta detalhado no Anexo H.
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4.11. Parametros para medigao - Histomorfometria

Foram feitas laminas histologicas com as amostras teciduais lesadas com cortes de
5um (coradas em azul de toluidina) e 10 pm (sem coloragdo) para observagio em
microscopios opticos comum ¢ de ultravioleta respectivamente. Cabe ressaltar que apenas
15 pares de tibias foram comparadas nestas andlises (8 coelhos sedentarios e 7 coelhos
submetidos a exercicios) devido a perda de amostras no ato da confecgdo de algumas das
laminas ou problemas ocorridos no momento da leitura.

A seguir, foram iniciadas as contagens dos componentes 6sseos:
1 — Dados estéticos:

- Area 6ssea (B. Ar mm?) — 4rea 6ssea total mensurada expressa em milimetros quadrados;

- Area trabecular (Tb.Pf Ar mm?) — Area trabecular 6ssea expressa em milimetros quadrados;
- Arca ostedide (0. Ar mm?) - Argaa referente a osso ndo mineralizado expressa em
milimetros quadrados;

- Area medular (Ma.Ar mm?) — Area referente a medula expressa em milimetros quadrados;

- Area Mineralizada (Md.Ar mm?) — Area referente a osso mineralizado expressa em
milimetros quadrados;

- Area Fibrose (Fb.Ar mm®) — Area referente a fibrose expressa em milimetros quadrados;

- Perimetro de Remodelamento (PmRm mm) - regido referente a ocorréncia de
remodelamento 6sseo expresso em milimetros;

- Volume 6sseo (BV/TV %) — Percentual do volume dsseo total (medula e trabécula),
constituido por osso mineralizado ou nio;

- Volume ostedide (OV/BV %) - Percentual do volume 6sseo trabecular constituido por
osso nio mineralizado (ostedide);

- Supetficie ostedide (OS/BS %) — Percentual da superficie trabecular recoberta por matriz
osteodide;

- Fibrose (Fb I/BS %) — Percentual de fibrose;

- Superficie osteoblatica (Ob.S/BS %) — percentual da superficie trabecular que apresenta
osteoblastos;

- Superficie de Reabsorgio (ES/BS %) — Percentual da superficie trabecular que apresenta
lacunas de reabsor¢do, com ou sem osteoclastos;

- Superficie osteoclastica (Oc.S/BS %) — Percentual da superficie trabecular que apresenta
osteoclastos;

- Espessura Trabecular (Tb.Th pm) — Espessura das trabéculas Osseas expressa em



micrometros;
- Espessura Ostedide (O.Th pm) - Espessura do rebordo da matriz ostedide expressa em
micrometros;
- Separagio Trabecular (Tb.Sp pum) — Distincia entre as trabéculas osseas expressa em
micrometros;
- Numero Trabecular (Tb.N/mm) — Numero de trabéculas 6sseas por milimetro de tecido,

sendo também o indice que expressa a densidade trabecular.
2 — Dados Dinamicos

- Taxa de Aposigdo Mineral (MAR mm/dia) — Distancia entre as duas marcagdes feitas pela
tetraciclina fixada dividida pelo intervalo de tempo entre uma e outra aplicagdo da mesma

(expressa em micrometros por dia).

O procedimento utilizado para a obtengdo dos dados acima mencionados ¢ o método
semi-automatico, onde computadores ¢ cimeras de video (ou cimeras claras) sdo
empregados. Esse método se baseia na construgio das imagens histologicas na tela do
computador através do manuseio de um mouse (cursor) especifico, contendo um ponto de
luz, sobre uma placa digitalizadora que ¢ calibrada para fornecer a area de contagem. Essa
area ¢ observada simultanecamente com a lamina histolégica e o ponto de luz € usado para
marcar o que se desejar mensurar. Como previamente a escolha do item a ser medido ja esta
determinado pelo usuéario no computador, todo local escothido, através do ponto de luz e
selecionado com a tecla do mouse, é captado pelo software, que armazena e calcula esses
pardmetros. Essa ¢ uma técnica de uma 6tima precisdo, reprodutivel e que reduz o tempo de
leitura histolégica quando comparado a técnica manual, além de possibilitar ao operador a
eliminacdo de artefatos histologicos. Nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 é possivel ver o
equipamento todo e alguns detalhes do conjunto computador/microscopio/camera/placa
digitalizadora de campo/cursor. Neste estudo, portanto, utilizou-se para as leituras
histomorfométricas o equipamento composto por microcomputador contendo software
Osteomensure (OsteoMetrics, Inc. Atlanta — EUA.) microscopio provido de luz ultravioleta

(Labophot 2* Nikon), cursor ¢ placa digitalizadora.
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Figura 4.14 — Equipamento para medidas histomorfométricas: a) microcomputador/monitor; b)
microscoépio; c¢) cimera; d) mouse (cursor) e placa digitalizadora com campo de
mensuracio (integrado ao software).

Figura 4.15 — Detalhe da imagem digitalizada da lesfio 6ssea provocada nas tibias. Note que foram
necessirios nove campos para formar a imagem (cada campo corresponde a um dos
quadrados da figura).

Figura 4.16 — Placa digitalizadora com a area de medi¢fio (quadrado negro ao centro), do mouse/cursor
(sobre o quadrado) e da cimera (seta) que sobrepde as imagens da lAmina e do campo.
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4.11.1. Coleta de dados histomorfoméiricos

As medidas foram realizadas em campos de aproximadamente 753 um?, sendo
necessarios de 9 a 12 campos (detalhe do campo na Figura 4.17a) para a formagdo da
imagem da lesdo provocada na tibia dos coelhos (Figura 4.17b). Cada campo ¢
individualmente montado e mensurado. Apos a imagem montada, um relatorio geral é

emitido fornecendo as porcentagens e medidas realizadas.

Biopsy ¥ 2369-2

= T92.7 miurvees syuare

a) b)
Figura 4,17 — Imagens demonstrando a montagem digitalizada da lesfio da tibia: a) detalhe do campo com

imagem digitalizada; b) Imagens da lesSio na tibia digitalizada, montada com nove campos.
Abaixo, detalhe da 4drea de medic&o {(quadrade cinza), com a calibraciio correspondente.

4.11.2, Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva, determinando-se os
valores referidos como média, desvio padrao, erro padrao da média, valor maxime, valor
minimo € namero de amostras.

Para verificar a diferenga entre o grupo controle (sem polimero) e grupo implantado
(com polimero), (teste pareado) foi utilizado o teste de Wilcoxon para amostras nao-
paramétricas. Para verificar a diferenca entre o grupo com e sem exercicio (fesfe ndo-
pareado) com polimero e sem polimero, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para amostras
ndo-parameétricas. Estes tipos de tratamentos estatisticos sdo muitas vezes aplicados devido a

ocorréncia da variabilidade entre individuos de uma mesma espécie.
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4.12. Andlise morfolégica — Histologia

Das mesmas laminas histologicas com cortes de S5pm e coradas em azul de toluidina
utilizadas para as contagens histomorfométricas, foram separadas 66 exemplares e
numeradas de 1 a 34 (a maioria delas em duplicatas), de forma que nio se soubesse a que
tibia elas estariam referenciando, portanto, o examinador nio tinha conhecimento do
tratamento recebido pelos animais. Essas laminas foram analisadas “as cegas” por um
médico especialista em anatomia e patologia tecidual 6ssea®.

Cada 1amina recebeu uma graduagio de (+) a (++++) para dimensionar a formagio
de trabéculas ésseas. Apos essa andlise, os grupos com ¢ sem polimero, com € sem exercicio
foram comparados.

Para a realizagdo deste laudo foram comparadas as tibias de 17 coelhos. A perda de
amostras dos outros trés implantados deu-se pelos mesmos motivos ja mencionados

anteriormente.

8 Anilises realizadas pela Dr*. Elizete Lopes Guilherme, do Instituto de Anatomia Patolégica de S3o Carlos.
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5. Resultados e Discussoes
5.1. Teste de Esterilizagdo

Os valores das medidas dos coeficientes piroelétricos do PVDF sdo apresentados na
Tabela 5.1. Pode-se observar que os processos de esterilizagdo por oxido de etileno e por
radiagio (por fonte de Co®) ndo alteraram significativamente o valor da polarizagdo
ferroelétrica original, com destaque para o 6xido de etileno, cujo valor ndo se alterou (o erro
nas medidas ¢ de aproximadamente 5%). A Figura 5.1 traz dois graficos que mostram a
perda da polarizagdo pelo método de radiagdo e a permanéncia da polarizagio inicial pelo
método de éxido de etileno apos o PVDF esterilizado.

Tabela 5.1 - Comparaciio do coeficiente piroelétrico (em pCm”K™') medido antes (p,) e depois (p,) do
processo de esterilizacio. As amostras foram polarizadas sob as mesmas condicdes.

Processo de | Amostras Ap Ap
Esterilizagio n° Pt P2 (unid) (%)
: 1 33 33 0 0
AR e
3 37 37 0 0
Média 3433 3433 O 0
Desvio Padrio 231 231 0 0
Radisgio | 39 35 1 2
(RontriCa™) 6 3 3 3 77
Média 3933 3733 2 51
Desvio Padrio 0,58 1,15 1 2,55

=8O
B Radiag o

m semiesterilizagéo.
o esterilizado
o P1-P2

P1-P2
Tipo de esterilizagdo

a) b)
Figura 5.1 — Grificos demonstrando a perda da polarizacio do PVDF devido aos processos de esterilizacdo
por dxido de etileno (EtQ) e Radiacéio por fonte de cobalto 60. a) em coeficiente piroelétrico
(Cm?K"); b) em porcentagem.
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5.2. Teste de Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade forneceu um valor importante, como passo para garantir a
biocompatibilidade do PVDF, pois a linhagem celular NCTC clone 929 (CCLI-ATTC-USA)
nio apresentou qualquer resposta que indicasse toxicidade para este material, sob as
condig¢Ges de exposi¢do do teste de difusdo em agar. A Tabela 5.2 apresenta os resultados do

‘teste de citoxicidade constante na avaliagio do Instituto Adolfo Lutz
(Anexo B)

Tabela 5.2 - Resultados de citotoxidade na leitura das placas de culturas celulares.

Amostras Indice de Indicede Indice de
zona (IZ) lise (IL) resposta

az/mm)
n°1 0 0 0/0
PVDF n°2 0 0 0/0
n°3 0 0 0/0
n°4 0 0 0/0
. n°1 0 0 0/0
Controle n°2 0 0 0/0
negativo n°3 0 0 0/0
n°4 0 0 0/0
n°l 5 3 5/3
Controle n°2 5 3 5/3
positivo n’3 5 3 53
n°4 5 3 5/3

O resultado nulo (zero), obtido pelas amostras, indica que o PVDF nio apresenta
elementos adversos extraiveis, existentes em sua formulagio ou adduiridos durante o
processamento em quantidades suficientes para causar efeitos agudos sob as condig¢des

concentradas a que foram expostas as células em cultura.
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5.3. feste de Sensibilidade Intracutanea

As Tabelas do Apéndice I trazem os dados das observagdes realizadas nos testes de
sensibilidade intracutinea realizados nos cinco coethos marcados como Al, A2, A3, Ad e
A5 que receberam inoculagdes com Extratos e Controles. Na Tabela 5.3 estdo os resultados
que representa a Contigem de Irritacdo Primdria (CIP) ocorrida em cada animal.

Tabela 5.3 — Resultado das Contagens de Irritacio Priméria para os animais ensaiados.

Animais | CIP
Al 0,07
A2 0,14
A3 0,07
A4 0,00
A5 0,14

Para a obtengdio do Indice de Irritacio Priméria, somaram-se as Contagens de

Irritag8o Priméria dos animais e dividiu-se pelo niimero de animas ensaiados. Dessa forma:

P =(Al+A2+A3+ A4+ AS5):5

P = [(-0,07) + 0,14 + 0,07 + 0,00+ 0,14] : 5
mP=0,28:5

P = 0,06

Seguindo a Tabela 4.4, este valor acima, ou seja, o Indice de Irritaciio Primaria,
revelou uma sitnagio NEGLIGENCIAVEL de sensibilidade intracutinea ao PVDF
(IP entre 0 e 0,4).
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5.4. Teste de Toxicidade Sistémica

A Tabela 5.4 mostrada o resultado obtido das pesagens e das reagdes apresentadas
pelos camundongos ap6s a aplicagdo dos Extratos/Veiculos de extragao. '

A comparagio foi realizada através da observagdo dos efeitos provocados pelo
extrato com seu veiculo de extragdo. Portanto observou-se que, para os grupos inoculados
com Extrato Polar/Veiculo de Extragio Polar, houve apenas uma reducio de peso nas
primeiras 24 horas, (observando que existe uma elevagio do peso dos animais no tempo 0
(zero) devido a inoculagdo dos extratos/controles) voltando a aumentar nas observagdes
subseqiientes de 48 e 72 horas, sem nenhuma reagdo adversa notada em nenhuma das
observagdes, sendo considerada, portanto, como NORMAL, segundo a Tabela 4.6. O mesmo
ocorreu para os grupos inoculados com Extrato Ndo-Polar/Veiculo de Extragio Nao-Polar e
para o Extrato Intermediario/Veiculo de Extragdo Intermediario, apresentando somente uma
reagdo LEVE nas primeiras 24 horas e NORMAL, com aumento gradativo de peso, para as
outras observagoes.

Através da Tabela 5.5, pode-se observar que os pesos corpéreos dos 30 camundongos,
entre as tomadas de dados iniciais (antes da inoculagio) e finais (72 horas apds a
inocﬁlagﬁo), que 57% deles apresentaram aumento acima do inicial (em cinzzi); 10%
chegaram ao peso inicial (em azul) e 33% se mantiveram abaixo do peso inicial, porém, com
variagdo minima (em amarelo). As Figuras 5.2, 5.3 e'5.4 mostram graficos com a média dos
pesos perdidos e recuperados pelos animais para os grupos de extratos/controles dos teste de
toxicidade sistémica em todos os tempos. Os graficos das Figuras 5.5, 5.6 € 5.7, demonstram
o quadro evolutivo do comportamento de LEVE para NORMAL apresentado pelos
camundongos inoculados com os mesmos extratos e controles.

A Tabela 5.6 mostra os valores médios de peso corpéreo dos animais em gramas e os
indices apresentados. Numa média geral, as reagBes se estabeleceram entre NORMAL (60%)
¢ LEVE (40%) para a leitura no ato da inoculagio, NORMAL (87%) e LEVE (13%) para as
primeiras 24 horas ¢ NORMAL (100%) para as leituras de 48 ¢ 72 horas ¢ a Figura 5.8
apresenta um grafico com todos os animais ensaiados neste teste, mostrando a recuperagio
ao estado comportamental NORMAL dos camundongos ensaiados ao final das 72 horas. Isso
vem demonstrar que o PVDF, submetido ao teste de Toxicidade Sistémica, foi aprovado, ja
que ele se apresentou como um material que nfo libera componentes toxicos ou causadores

de reagdes adversas de sua composigdo nos meios ensaiados.
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Tabela 5.4 - Tabela de pesos e indices de toxicidade sistémica para os grupos das solugdes ensaiadas.

Extrato Controle Extrato Controle Extrato Controle
Polar Polar Intermediario intermediario Nio Polar Niio Polar
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
" Peso:47,0 " Peso: 40,9 " Peso: 42,5 " Peso: 41,0 " Peso: 48.4 " Peso:43.7
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: | indice: 1
* Peso0:54,2 % Peso:50,0 * Peso:49,3 * Peso:44,1 * Peso:41,8 Peso:40.5
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 1
Ohoras [? Peso:53,0 3 Peso: 44,2 ¥ Peso: 45,9 3 Peso: 41,9 T Peso: 45,0 *Peso: 50,2
(Injegdo) | indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 1
TPeso:41,6 TPeso: 44,8 TPeso: 34,1 TPeso: 41,3 TPeso: 43,2 TPeso: 46,3
indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 1 indice: 1 indice: 1
7 Peso:41,7 * Peso:41,2 % Peso:41,0 % Peso:44,1 % Peso:47.6 ¥ Pes0:42,6
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 1 indice: |
! Peso: 45,6 " Peso: 42,3 ' Peso: 36,6 " Peso: 38.6 " Peso: 46,2 " Peso:45.2
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1
7 Pes0:53,7 7 Pes0:48,3 T Peso:47,9 TPeso:41,8 T Pes0:40,6 T Pes0:39,2
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1
24 horas | * Peso: 51,0 3 Peso:43.8 3 Peso: 45,7 ¥ Peso: 39.8 3 Peso: 44,2 ¥ Peso: 47.2
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 0
*Peso: 41,6 4 Peso: 440 T Peso:32.4 T Peso: 39.0 TPeso: 41.1 T Peso: 442
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 1 indice: 0
® Peso:40,6 ° Peso:38,6 ° Peso:40,1 > Peso:39,3 > Peso:d5,5 ® Peso0:39,0
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
" Peso: 46,5 " Peso:43,2 ! Peso: 40,7 ! Peso: 38,7 " Peso:45.9 " Peso:45.3
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
T Peso:52.,9 ? Peso:48,5 T Peso: 47,0 T Peso: 42,9 T Pes0:40,9 T Peso:38.5
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
48 horas | ¥ Peso: 51,9 * Peso: 43,1 * Peso: 46,0 * Peso: 41,0 * Peso: 44,4  Peso: 47,7
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
*Peso: 41,6 *Peso: 44,5 ¥ Peso: 324 T Peso: 39,0 T Peso:43.9 ¥ Peso: 44,2
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
* Peso:39,4 ’ Pes0:39,4 * Peso:42,2 % Pes0:39,6 * Peso:46,5 ¥ Peso:39,6
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
" Peso: 46.4 " Peso: 43,2 " Peso: 41,3 " Peso: 39,2 ' Peso: 464 ' Peso:45.2
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
* Peso:53,7 ? Peso:48.5 * Peso:47,7 * Peso: 43,0 ? Peso:41,2 * Pes0:39,8
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
72horas | ° Peso: 51,7 * Peso: 43,1 3 Peso: 47,0 * Peso: 40,9 3 Peso: 44.0 3 Peso:47.8
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
TPeso: 43,1 *Peso: 43,5 *Peso:32.4 *Peso: 39.8 *Peso: 42,9 *Peso: 45,8
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0
* Peso:39.3 > Peso:39.4 * Peso:41,8 > Peso:39,7 > Peso:473 > Peso:39,7
indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0 indice: 0

Tabela 5.5 - Tabela de pesos iniciais (sem aplica¢fio de extrato/veiculo de extracio) e finais para os grupos

de animais conforme as das solu¢des ensaiadas.

Meios

GRUPO 1
EP

GRUPO 2

GRUPO 3
EI

GRUPO 4

GRUPO 5

GRUPO 6

CN

Animais

Inicial:
Final:
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54,0
51,0
48,0
450
42,0
39,0
36,0 +
33,0
30,0 £

W Extrato Polar
B Controle Folar

Média de peso corpéreo (gramas)

Inicial 0 24 48 72
Tempo (horas)

|

Figura 5.2 — Grifico demonstrativo de perda e recuperacio de peso dos camundongos submetidos ao
ensaio de Toxicidade Sistémica com extratos e controles polares.

51,0

&

&
o

42,0
39,0 +

B Extrato intermediario
B Controle Intermediario

(gramas)

Média de peso corpéreo
8
(=]

33,0

8

Inicial 0 24 48 72
Tempo (horas)

Figura 5.3 — Grifico demonstrativo de perda e recuperagio de peso dos camundongos submetidos ao
ensaio de Toxicidade Sistémica com extratos e controles intermediérios.

m Extrato Ndo-Polar
m Controle Nao-Polar

Média de peso corpdreo
(gramas)

Inicial 0 24 48 72
Tempo (horas)

Figura 5.4 — Grifico demonstrativo de perda e recuperaciio de peso dos camundongos submetidos ao
ensaio de Toxicidade Sistémica com extratos e controles nio-polares.



B Bxtrato Polar

B Controle Polar

M Extrato Intermedidrio
H Controle Intermedidrio
H Extrato Nao-Folar
-|H Controle Nao-Polar

Nimero de animais

Normal Leve
Respostas 0 horas

Figura 5.5 — Grifico da observacgiio comportamental em camundongos do ensaio de Toxicidade Sistémica a
0 horas: Os animais inoculados com Controle Intermediirio, Extrato e Controle Nio-Polar
apresentaram reacdes leves.

B Extrato Polar

| Controle Polar

W Extrato Intermedidrio
® Controle Intermediario
B Extrato Nao-Polar

B Controle Nao-Folar

Nidmero de animais

Normal Leve
Respostas 24 horas

Figura 5.6 — Grifico da observacfio comportamental em camundongos do ensaio de Toxicidade Sistémica a
24 horas: Apenas alguns animais inoculados com Extrato e Controle Nio-Polar apresentaram
reacdes leves.

m Extrato Polar

m Controle Polar

m Extrato Intermediario
m Controle Intermediario
@ Extrato Nao-Polar

m Controle Nao-Polar

Nimero de animais

Normal Leve
Respostas 48 e 72 horas

Figura 5.7 — Grifico da observagfio comportamental em camundongos do ensaio de Toxicidade Sistémica a
48 e 72 horas: Nesses tempos, todos os animais inoculados com todos os extratos e controles
voltaram a normalidade, demonstrando ser o PVDF atéxico neste tipo de teste.
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Tabela 5.6 - Tabela de valores médios de peso corpéreo dos animais (g) e [ | indice de toxicidade sistémica
para os grupos de animais conforme as das solugdes ensaiadas.

Intervalo de EP Ccp El CI EN CN
observagdes
Oh 4750g 42,403 46,56g  4248g  4520g  4466g
indice [0] [0] [02] [1] [1] o L]
24h 46,50g 43255  40,54g  39,70g  4352g  42,96g
indice [0] [0] [0] [0] [1] [1]
48h 46,46g 4308z  4l66g  4024g  4432g  4306g
indice [0] [0] [0] [0] (0] [0]
72h 46,84g  43,55g  42,04g  40,52g 4436g  43,66g
indice [0] [0] [0] [0] [0] [0]

Nimero de animais

Oh 24h 48h 72h
Respostas de Toxicidade Sistémica

Figura 5.8 — Grifico demonstrativo de recuperagiio ao estado de normalidade comportamental dos
camundongos submetidos ao ensaio de Toxicidade Sistémica apés 72 horas.
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5.5. Implante do PVDF

Finalizando a dissecagdo e antes da extragdo das placas, macroscopicamente foi
possivel observar que algumas das tibias que receberam os implantes de PVDF apresentaram
crescimento de tecido Osseo (confirmado histologicamente) um pouco mais intenso quando
comparado a tibia com o implante da placa sem o polimero. Abaixo, na seqiiéncia das
imagens das Figuras 5.9, 5.10, 5.11, 5.12, pode-se verificar, nas imagens a esquerda,

algumas das tibias com o polimero e a direita, a outra tibia, seus controles, sem o PVDF.

a) b)

Figura 5.9 — Tibias de coelho, com e sem o PVDF, apds trinta dias da data do implante: a) Tibia direita
com polimero e b) tibia esquerda, controle, sem polimero. (coelho sem exercicio fisico).

a) b)

Figura 5.10 — Tibias de coelho, com e sem o0 PVDF, apés trinta dias da data do implante: a) Tibia esquerda
com polimero e b) tibia direita, controle, sem polimero. (coelho sem exercicio fisico).
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a) b)

Figura 5.11 — Tibias de coelho, com e sem o PVDF, apés trinta dias da data do implante: a)Tibia esquerda
com polimero e b) tibia direita, controle, sem polimero. (coelho com exercicio fisico).

a) b)

Figura 5.12 — Tibias com e sem o PVDF de alguns coelhos apés trinta dias da data do implante: a) Tibia
direita com polimero e b) tibia esquerda, controle, sem polimero. (coelho com exercicio
fisico)

Em observagdes preliminares, pode-se averiguar que em grande parte dos cortes
histologicos das tibias houve a ocorréncia de regeneragdo dssea do local lesionado, o que ja
era esperado pela propria manutencdo biologica do animal, porém, aproximadamente 65%
das tibias que receberam o polimero, apresentaram um preenchimento tecidual bastante
intenso. Na Figura 5.13 € possivel observar a lesdo bem definida no seu contorno, mostrando

a ocorréncia de regeneragdo Ossea em seu interior.



Resultados e Discussdes 56

Figura 5.13 — Regeneragfio G6ssea: a) osso cortical; b) linha delimitante entre osso integro e inicio da
regeneraciio Ossea na lesfio (provocada com broca de 2,5 mm de didmetro); c) osso
neoformado; d) medula e células fibrosas. Tecido ésseo leporino. Azul de toluidina.
Calcificado. X40 (cada quadro).

5.6. Andlise estatistica dos dados histomorfométricos

Os valores obtidos ap6s a coleta dos dados estdo agrupados no Apéndice II (nas
Tabelas de 19.1 a 19.18) e se referem aos indices histomorfométricos de area (T.Ar;
Tb.Pf.Ar; B.Ar; O.Ar; Ma.Ar; Md.Ar; Fb.Ar - mm?); de volume (BV/TV; OV/BV - %), de
superficie (OS/BS; Ob.S/BS; ES/BS; Oc.S/BS - %), de perimetro (Rm.Pm - mm) e de
espessura (Tb.Th/um; O.Th/pum) e numérico (Tb.Sp/um; Tb.N/mm). A érea tecidual medida
foi em média 6,02 mm’. Tratamento estatistico foi aplicado devido a variabilidade entre
individuos que podem ocorrer dentro de uma mesma espécie. Para as medidas pareadas e ndo
paramétricas foi utilizado o teste de Wilcoxon unicaudal como teste estatistico (tibias com e
sem PVDF, tibias com e sem PVDF - com exercicio, e tibias com e sem PVDF - sem
exercicio) e para as medidas ndo-pareadas e ndo-paramétricas, o teste de Mann-Whitney
unicaudal (tibias com e sem exercicio - com PVDF e tibias com e sem exercicio - sem
PVDF) As diferencas entre os diversos pardmetros analisados foram consideradas
significantes para os valores de P<0,05 (assinalados por 'H”) e ndo significantes para os
valores de P>0,05 (assinalados por “Bh”). Os gréficos (Figuras de 19.1 a 19.18 no Apéndice
1II) correspondem as médias dos grupos citados. Abaixo, a Tabela 5.7 mostra os resultados

dos indices histomorfométricos analisados estatisticamente.



Tabela 5.7 - Resultados estatisticos dos indices histomorfométricos.

Testes Estatisticos
Wilcoxon Mann-Whitney
indices Histomorfométﬁcos Entre tibias com e sem PVDF Entre tibias com e sem
exercicio fisico
Sem Com Com + Sem Com Sem
exercicio exercicio exercicio PVDF PVDF
p
Area 6ssea (B.Ar) 0,03
Volume 6sseo (BV/TV) 0,01
Area de osso mineralizado (Md.Ar) 0,02
Area medular (Ma.Ar) 0,04
Area ostedide (O.Ar) 0,32
Espessura osteéide (O.Th) 027
Superficie Ostedide (OS/BS) 0,07
Volume ostedide (OV/BV) 0,07
Superficie Osteoblastica (Ob.S/BS) 0,10
Superficie Osteoclastica (Oc.S/BS) 0,16
Superficie de Reabsorgio (ES/BS) 032
Area trabecular (Tb.Pf. Ar) 0,05
Espessura trabecular (Tb.Th) 0,02
Numero trabecular (Tb.N) 0,19
Separagdo trabecular (Tb.Sp) 0,04
Area de fibrose (Fb.Ar) 0,10
Volume fibrose (Fb.V/TV) 0,23 £
Perimetro de remodelamento (Rm.Pm) | 047

Wilcoxon - pareado, ndo paramétrico, unicaudal;
Mann-Witney - ndo pareado, ndo paramétrico, unicaudal.
p<0,05 = E Significativo;

p>0,05 = || = Nio Significativo

Os resultados dos pardmetros dindmicos dos testes histomorfométricos ndo foram
possiveis de serem observados devido a confluéncia ocorrida entre as duas marcagdes de
tetraciclina. Isso pode ser explicado devido a rapida condigdo de reparo osso ocorrida nas
lesdes, fazendo com que as duas marcagdes ficassem com uma aparéncia “borrada” e
sobrepostas.

5.7 Anélise morfolégica - Histologia

Em uma anadlise geral das laminas, foi observado que os cortes apresentavam no sitio de
analise, em sua maioria, tecido Osseo cortical ¢ medular, com neoformagio Ossea
caracterizada por trabéculas interligadas umas as outras. Entre essas trabéculas foi possivel
observar a formagdo de tecido mesenquimal frouxo, vascularizado e com uma quantidade de
tecido hematopoiético variando em quantidade dependendo da amostra analisada. Alguns
fragmentos analisados, onde a ossificagdo estava bem adiantada, foi possivel observar
atividade osteoclastica, o que veio a completar a modelagem e remodelagem Ossea. Essa
analise forneceu dados complementares aos dados quantitativos de histomorfometria, de

forma que, foi possivel observar, ap6s as laminas reindentificadas, que as tibias que entraram
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em contato com o polimero e ndo foram submetidas aos exercicios fisicos, apresentaram um
nimero maior de trabéculas Osseas e, conseqiiente, obturagdo do orificio, 0 que aponta,
portanto, maior ossificagdo. A Tabela 5.8 apresenta os resultados obtidos pela analise

morfologia e o laudo pode ser observado no Anexo 1.

Tabela 5.8 - Tabela com os resultados obtidos através de anilise morfolégica em microscopio optico. O
dimensionamento da formaciio de trabéculas 6sseas recebeu uma graduacfio entre (+) e
(++++); o simbolo (<+) representa uma formaciio extremamente baixa e (?) representa uma
ndo identifica¢fio devido A perda de material biolégico no ato da confeccfio da limina.

Implante Graduacio de formacio
Liminan®  de PVDF Tibia Exercicio de trabéculas dsseas
Coelho 07 31 Sim direita Nio ek
32 Nio esquerda Nio ++
Coelho 08 33 Nio direita Nio +++
34 Sim esquerda Nio 4+
Coelho 09 1 Nio direita Nao ++
2 Sim esquerda Nio +++
Coelho 10 3 Sim direita Sim ++
4 Nio esquerda Sim +
Coelho 11 5 Nio direita Sim <+
6 Sim esquerda Sim <+
Coelho 12 7 Nio esquerda Sim ++
8 Sim direita Sim +++
Coelho 13 9 Sim esquerda Sim ++
10 Nio direita Sim +
Coelho 14 11 Sim direita Sim ++
12 Nio esquerda Sim +++
Coelho 15 13 Sim esquerda Nio ++/
14 Nio direita Nio +++/
Coelho 16 15 Sim direita Nio +++
16 Nio esquerda Nio ++
Coelho 17 17 Sim esquerda Nio +++
18 Nio direita Nio ++
Coelho 18 19 Sim direita Sim ?
20 Nio esquerda Sim +++
Coelho 19 21 Sim esquerda Sim +++
22 Nio direita Sim +4++
Coelho 20 23 Nio esquerda Sim +
24 Sim direita Sim +++
Coelho 21 25 Nio direita Nio <+
26 Sim esquerda Nio +++/
Coelho 22 27 Sim esquerda Nio <+
28 Nio direita Nio +
Coelho 23 29 Nio esquerda Nio <+

30 Sim direita Nio <+
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5.8. Sintese dos resultados

Portanto, dos resultados obtidos com os ensaios de esterilizagdo, vé-se claramente na
Tabela 5.1 e na Figura 5.1 que a técnica que trouxe a menor perda das propriedades
piezelétricas foi o sistema por oxido de etileno. O erro de medida das amostras € de 5% e a
perda de polarizagio pelo método esterilizagio por radiagdo também apresentou uma média
de 5%. Mesmo n3o sendo numericamente estatistico, pode-se observar que o polimero
submetido ao processo de esterilizagdo por 6xido de etileno nio apresentou perda alguma de
sua polarizagdo. Esse método de esterilizagdo foi estendido as microretificas, por conterem
motores elétricos, enquanto que, para o restante dos instrumentais e dispositivos usados para
a cirurgia, a autoclave supriu as necessidades requeridas.

Os teste de biocompatibilidade demonstraram ser o0 PVDF um polimero apto a ser
implantado. O teste de citotoxicidade, onde o PVDF foi exposto em contato com células de
uma cultura, separado apenas por uma camada de agar, nio indicou nenhum processo de lise
em tais células e nem alterou a zona em sua volta contendo corante vital, ou seja, o polimero
ndo liberou nenhum componente toxico quando comparado aos controles negativo (papel
filtro atoxico) e positivo (latex toxico). Este teste € um indicativo de que o PVDF ¢ um
material com alto indice de aceitagdo pelo organismo, apresentando uma excelente
biocompatibilidade. . ‘ '

Tomando como base as Normas Técnicas ISO 10993 (partes 10 ¢ 12) e a ASTM
F719 e F749, que ditam alguns procedimentos ¢ a forma de obtengdo de resultados através
da observagdo da formagdo de edemas e eritemas na derme do animal em experimento foi
possivel observar o polimero PVDF se apresentou como um material de baixissima 'reagéo,
sendo que os resultados de maior intensidade irritativa foram percebidos apenas nas
primeiras 24 horas apds a inoculagdo dos extratos e controles. Para as demais leituras (48 ¢
72 horas) os valores de mantiveram praticamente nulos. Edema um pouco mais acentuado
ocorreu durante a primeira leitura do coelho classificado como Al (Tabela 18.1 do
Apéndice 1}, para o controle Nio-Polar (sem polimero), talvez pelo proprio procédimento de
aplicagdo ou algum fator de sensibilidade ao 6leo pelo proprio animal, (o que ¢ previsto na
norma) o que gerou um numero negativo na Contagem de Irritagio Primaria para este
animal, mas, como também pode ser observado na mesma tabela, para as demais leituras,
nenhuma reagfo foi notada.

No calculo do Indice de Irritagdo Primaria, foram utilizados 5 animais, (que € o
numero minimo que as Normas Técnicas sugerem) e pode ser observado um valor

aproximado de 0,06, o que € considerado negligencidvel pela norma (entre 0 a 0,4 observado
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na Tabela 4.4), demonstrando, portanto, ser esse polimero um material ndo-irritativo a
derme.

O teste de toxicidade sistémica também ¢é um teste que utiliza a avaliagio visual, que
aliados a uma tabela fornecida pelas Normas ISO 10993-11 e ASTM F750, permite chegar a
algum resultado conclusivo. Assim, o PVDF, aplicado intraperitonialmente em
camundongos na forma de extrato, também nio apresentou reagdes adversas nos animais, a
ndo ser no momento da aplicagio e nas primeiras 24 horas, o que é considerado normal,
devido ao impacto da grande quantidade aplicada comparada com o tamanho do animal.
Mesmo assim os camundongos mantiveram suas fungdes organicas normais, sem perder o
apetite e sem o surgimento de qualquer tipo de prostragdo. Como podem ser observados nas
Tabelas 5.5 € 5.6, os indices de reagdes adversas se mantiveram baixos € 90% dos animais -
chegaram ao seu peso inicial ou ganharam peso apés 72 horas de ensaio. Se esse polimero
apresentasse quaisquer produtos extraiveis toxicos, esperar-se-ia que uma progressiva perda
de peso acometesse os animais, fato esse que nio ocorreu. Os graficos da Figuras 5.2, 53 ¢
5.4 demonstram a média dos pesos iniciais dos camundongos (antes da inoculagdo) e
subseqiientes ganho de peso (apds inoculagdo) e volta 3 normalidade. Nos graficos das
Figuras, 5.5, 5.6 e 5.7 pode-se ver a regressdo dos estados de reagdes adversas observadas
através do comportamento dos animais de leve para normal das inoculagdes com os Extratos
¢ Controles Intermediarios ¢ Ndo-Polares durante as 72 horas percorridas de ensaio (sendo
que as observagBes nesse mesmo tempo para as inoculagdes dos Extratos e Controles Polares
se apresentaram normais desde o inicio do teste). A Figura 5.8 demonstra o retorno ao
quadro de normalidade dos animais depois das 72 horas percorridas. Nenhum animal veio a
obito devido aos extraioé ou aos seus respectivos controles, quando corretamente preparados.
Isto foi comentado devido a ocorréncia da morte de dez camundongos em conseqiiéncia a -
injegdes inoculadas contendo Extrato e Controle Intermediarios (solugdo etanol em salina
fisiolégica). Vale a pena ressaltar que essas amostras foram confeccionadas seguindo a
Norma Técnica ISO 10.993-10, (1995-E) Annex B — Method for extraction of materials for
biological tests, item B.2.10c que descreve “ethanol/saline”, 0 que dia margem a um
entendimento erréneo de uma diluigio 1:1. A proporgdo indicada da solugdo intermediiria
para a realizagdo desse tipo de teste foi encontrada na Pharmacopeia of United States of
vAmérica (1995) - Biological Reactivity Tests, in vivo (64 que determina uma diluigio 1:20
(“1 in 20 solution of alcohol in sodium cloride injection”). Com a diluigio adequada, foi
possivel dar andamento a avaliagio da toxicidade sistémica para o PVDF, provando
novamente se tratar de um material atoxico.
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Embora sejam apenas complementos do trabalho, cita-se que a contengdo anestésica,
a técnica cirargica e os dispositivos empregados para a cirurgia (guia, microretifica, etc.) se
mostraram bastante eficientes, possibilitando cirurgias rapidas e praticas. Nao ocorreu um
quadro sequer de contaminagio durante ou depois das cirurgias gragas aos cuidados de
esterilizagio e éticos adotados. Houve a perda de dois coelhos por motivo de fratura em
~ espiral no local do implainte, 0 que causou a exposi¢do do osso ao ambiente. Esses coelhos
eram de pequeno porte (menos de 2,5 kg) e ndo suportaram as cirurgias. Isso determinou que
somente coelhos acima de 2,8 kg fossem usados para os ensaios.

Apés dissecagdo. das tibias, pode-se observar que algumas delas apresentaram um
crescimento tecidual (que a olho nu sugeria tecido fibroso ou quando mais compacto, 0550)
sobre as placas. Foi constatado que era tecido dsseo através de exame histologico. As
imagens da Figura 5.9a ¢ 5.10a, demonstram esse crescimento, sendo um pouco mais
acentuado nessas tibias que receberam o implante de PVDF. Figuras 5.9b ¢ 5.10b sdo os
respectivos controles. Esses resultados foram extraidos de coethos que ndo foram
exercitados. Ja nos coelhos das imagens 5.11a ¢ 5.12a, que foram submetidos a exercicio
fisico, apresentaram a mesma tendéncia, porém demonstrando que o exercicio intensificou o
crescimento tecidual nas duas situagdes (com e sem polimero). Os controles sdo
respectivamente as Figuras 5.11be 5.12b

A Figura 5.13 mostra uma montagem feita com varios campos, onde se pode
observar a lesdo provocada na tibia e seu reparo com osso neoformado, onde estruturas como
faixas composta de osteoblastos e matriz osteéide podem ser visualizadas. |

As Tabela de 5.7 mostra os resultados estatisticos dos dados histomorfométricos
adquiridos das leituras das laminas, demonstrando Que, quando se trata de osso de uma
forma geral, as médias de quantidade, area e porcentagem entre tibias com e sem PVDF se
mostraram significativas, indicando que as patas que receberam o polimero apresentaram um
crescimento 6sseo maior quando comparado ao seu controle. Isso pode ser bem evidenciado
para os animais que nio fizeram o exercicio fisico, enquanto que os animais que o fizeram
apresentaram uma igualdade entre as patas com o implante de polimero e o controle. Como
se tratavam de coelhos jovens machos, em pleno estado de crescimento, sem doenga Ossea
ou metaboélica alguma, pode-se tentar explicar que, ao serem submetidos a exercicios, suas
atividades metaboélicas superavam, em alguns casos, a atividade piezelétrica do polimero, ou
seja, a recuperagdo bioldgica era mais rapida que a artificial, porém nos animais sedentarios
(se moviam apenas dentro da caixa de contengio) o polimero conseguiu demonstrar sua
atividade. As analises histologicas, realizadas pelo especialista em anatomia patolégica,
também confirmaram esses dados.
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Entretanto, embora a quantidade 6ssea esteja maior para as tibias implantadas com
PVDF, pode-se observar que as outras estruturas dsseas como matriz ostedide, osteoclastos,
osteoblastos e tecido fibroso permaneceram bastante proximos tanto no implante como no
controle. H4 um indicativo de que possivelmente a presenca do polimero promova apenas
uma accleragio no processo de ossificagio € nio uma maior produgdo de células
sintetizadores de osso, demonstrado pela presenga um pouco maior de células formadoras e
de reabsorgdo nas patas que nio tiveram contato com o polimero (Tabelas 19.9 ¢ 19.10 ¢
Figuras 19.9 ¢ 19.10 do Apéndice 1I). Sendo assim o polimero talvez promova um estimulo
aos osteoblastos em acelerar a produgio de matriz € nio um aumento de produgo dessas
células. Tal estimulo se mostra coerente, visto que ¢ sabido que osteoblastos respondem a
estimulagio elétrica e, filmes piezelétricos deformados, desenvolvem potenciais
elétricos. 535

As Figuras de 19.1 até 19.18 do Apéndice II mostram gréﬁcos com as médias
obtidas dos resultados histomorfométricos, permitindd uma melhor observagdo dos
resultados. -

Como o método de histomorfometria ¢ utilizado para analises do comportamento de
remodelagem Ossea normal ou em enfermidades como osteoporose, osteopenia, osteite
fibrosa, entre outras, onde a remodelagem 6ssea de alguma forma se encontra comprometida,
ou no minimo normal, nio foi possivel observar as marcagdes de tetraciclina em ossos, onde
o metabolismo esta perfeito (trata-se de coelhos machos jovens, evidentemente em
crescimento € sdos) € que, num processo de reparagdo dssea, como, por exemplo, em uma
fratura, esse jovem organismo promove uma recuperagio que acontece de maneira bastante
rapida para sanar a lesdo. Essa velocidade acaba por interferir nas marcagdes de tétraciclina,
pois o osso primario (woven bone) tem a caracteristica de crescer rapida e
desordenadamente. 242

A esteira ergométrica adaptada para os exercicios fisicos dos coelhos, na tentativa de
estimular mecanicamente 0 PVDF, também se mostrou muito eficiente, alcangando aos
propositos para o qual foi montada. Entretanto, quando o exercicio fisico se fez presente nos
coethos, o efeito do PVDF sobre o osso praticamente foi anulado, como pode ser observado
nos graficos histomorfométricos. Aparentemente, em situagdes onde estimulos mecAnicos
naturalmente aplicados (como o caso do exercicio), 0 0sso responde numa maior velocidade
que o efeito piezelétrico do polimero (nio esquecendo que o modelo utilizado foi coelhos
machos jovens, em pleno desenvolvimento ¢ sem nenhum quadro de doenga
osteometabdlica). Supondo uma aplicagdo em pacientes humanos (pois muito ainda precisa
ser feito para que se chegar a este estagio) o polimero seria uma boa alternativa de promogao

dssea a pacientes impossibilitados da realizagio de exercicios fisicos
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6. Conclusoes

O processo de esterilizagdo por 6xido de etileno mostrou ser o método mais eficiente
para a conservagdo da polarizagdo do PVDF.

Os ensaios de desempenho biologico, representado pelos testes de citotoxicidade,
sensibilidade intracutinea ¢ toxicidade sistémica, demonstraram ser o PVDF um material
biocompativel, podendo ser implantado sem o perigo da liberagdo de elementos toxicos.

A técnica cirurgica aplicada, assim como os dispositivos utilizados, o sistema de
esterilizagio desses dispositivos; a assepsia pré-operatoria pessoal e do coelho, (0 que
resultou em 0% de contaminagdo/infecgdo) e as doses de anestésicos e antibibticos
utilizadas, proporcionaram cirurgias rapidas e seguras.

O sistema de analise por histomorfometria demonstrou ser um método bastante
eficiente, apresentando a possibilidade de sua utilizagio como método diagnostico de
crescimento 0sseo em pesquisas envolvendo biomateriais. (ndo se discute seu ja consagrado
uso para doengas oSteometabélicas). Neste trabalho, esse método demonstrou claramente a
atividade de crescimento dsseo diferenciada para as lesGes que entraram em contato com o
PVDF. Anilises morfolégicas também forneceram os mesmos resultados

Quando estimulado com exercicios fisicos, foi possivel observar que o metabolismo
6sseo inerente de um coelho macho, jovem, e, em condigdes normais de saude superou a
atividade piezelétrica do osso, colocando o reparo da les3o, tanto na pata controle como na
que recebeu PVDF nas mesmas condigGes de recuperagio.

Embora ainda seja um estudo inicial sobre o efeito do polimero na restauragdo mais
acelerada de lesdes dsseas através do efeito piezelétrico, pode-se perceber que existe uma

diferenga significativa no crescimento de tecido dsseo nas tibias que receberam o PVDF.
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7. Sugestoes para Trabalhos Futuros

- Utilizar a implante do polimero PVDF utilizando fémeas, onde seria possivel provocar uma
osteoporose, através da retirada dos ovarios, ¢ verificar o efeito piezelétrico do polimero

sobre a osteogénese;

- Associar uma estimulagdo ultra-sGnica externa, verificando se essas ondas de choque

podem potencializar o efeito piezelétrico do PVDF implantado;

- Rever o modelo animal, adotando, por exemplo, suinos, como animal de experimento,

onde a tibia sofre compressio e nio flexdo como no caso do coelho.
- Rever uma outra estratégia de fixagdo do polimero ao dispositivo de osteossintese.

- Comparar se o polimero PVDF sem polarizagdo atua também de forma positiva no

crescimento 0sseo quando comparado com polimeros polarizados € controle (sem polimero);

- Verificar se a espessura do filme, de alguma forma causa alguma influéncia sobre o

crescimento 4sseo.

- Verificar as possibilidades de prender o polimero a placa de osteossintese ou desenvolver

um dispositivo com o PVDF que nio seja dependente da placa para sua fixagio.
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8. Anexo A

8.1. Aprovagdo do Projeto de Trabalho pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

HOSPITAL DAS CLINICAS
FACUADADE DE MEDICING |:r:.ll_j::-a-k'.l-H."\éUi\m— DE SAD PAULO

A
oy

DIRETORIA CLINICA

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
APROVACAO

A Comissdo de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessio
de 28-09-2000, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 738/00
intitulado: "Estudo da utilizagdo de polimeros piezelétricos em
materiais para implantes ortopédicos”, apresentado pelo(a)
pesquisador(a) Dr. André Luis Paschoal, do Departamento de
Ortopedia e Traumatologia.

CAPPesq, 29 de Setembro de 2000.

PROF. DMM KALIL FILHO

Presidente da Comissao de Etica Para
Andlise de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 4 CAPPesq, os relatorios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, ietra “c”).
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9. Anexo B

9.1. Laudo do Teste de Citotoxicidade emitido pelo Adolfo Lutz.

8

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
SECAO DE CULTURAS CELULARES

AVALIAGAO DO POTENCIAL DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

METODO DE DIFUSAO EM AGAR

LINHAGEM CELULAR: NCTC Clone 829 de tecido conjuntivo de camundongo (CCL1-
ATCC),s80 semeadas em placas de Petri e incubadas por 48 horas, O meio de cultura
liquido é substituido pelo meio de coberiura solido que ¢ composto de partes iguais de
meio 2x concentrado e agar com vermelho neutro. As amostras sao colocadas sobre
esse meio de coberlura ¢ as placas novaments incubadas por 24 horas. Observa-se o
indice de zona (I1Z) que & a 4rea ndo corada pelo corante vital e, anota-se o Indice de lise
(IL) que indica a porcentagem de células degeneradas,

Ambos os indices sdo numéricamente anotados e relacionados, dando o indice de
resposta (IR). As amostras s&o testadas e quadruplicadas em placas separadas.

1Z DESCRICAD CLASSIFICACAQ
0 Nenhuma Zona sob e a0 redor da amostra Nenhuma
1 Zona limitada sob a amostra Leve
2 Zona menor que 0.5 cm 2o redor da amostra Suave
3 Zona entre 0,5- 1,0 cm wo redor da amostra Moderada
4 Zona maior que 1,0 cm s/envolver toda placa Seversa
5 Zona que envolve toda placa
IL DESCRICAO CLASSIFICACAQ
0 Nenhuma lise Nenhuma
1 Menos de 20%da Zona afetada ) Leve
2 Menos de 40% da Zona afetada Suave
3 Menos de 60% da Zona afetada Moderada
4 Menos de 80% da Zona afetada Severa
] Mais de 80% da Zona afetada

Amostras sélidas: sdo colocadas diretamente sobre o meio de cobertura,

Amostras em pd:sio colocadas deniro de 1 cilindro fixado sobre o meio de cobertura
Amostras liquidas:disco de papel de filtro atéxico sdo embebidos com a amostra e
colocados sobre o0 meio de cobertura.

Amostras submetidas a extrac@io:A relagdo da area de superficie do material @ o
volume do veiculo de extragio ndo deve ser maior que Gecm?/ml e menor do que
0,5cm*/mi.Quando a superficie da amostra for indeterminada pesar de 0,1 - 0,2g/ml. Os
veiculos de extraclo wWilizados sdo solugdo salina ou Gleo de semente de algoddo.As
condi¢des de exiragdo recomendadas sdo 50°C-72hs ou 70°C-24hs. Embeber o extrato
em discos de papel de filtro e colocar sobre 0 meio de cobertura.

Controle posRivo:fragmento de 0,5cm x 0,5cm de latex téxico

Controle negativo:discos de papel de filiro atdxico com 0,5cm de didmetro

Bibllografia: ASTM FB895-84.1984-Standard test method for agar diffusion cell culture

screening for cytotoxicity
1SO 10993.5:1992-Biological evaluation for medical devices tesis for

cytotoxicity:in viro methods
US Pharmacopéia XX111,1995-Biological reactivity {ests in vitro
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AVALIACAO DO POTENCIAL DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Requisitante: Universidade de S0 Paulo Escola de Engenharia de Séio Carlos-
Departamento de Materiais,Aéronautica e Automobilistica

Endereco:Av. Carlos Botelho, n° 1468

A/C: Lauralice de Campos F.Canale

Amostras Teste: n° 2284- livro teste V - pag.136
Nome da(s) Amostra(s):

a) Filme de Polimero do Tipo PVF 2

b XX XXX XX XXXXXX KX XXX XTXXXXXXTXXTXXXXXXAXX
C)XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
4 XXX XXX XTI T X XXX XXX XXX XX XXX XXX XXXXX

ANALISE DE ORIENTACAO: 2256
PROCESSO N°: 5.186 (23.08.99)

" RESULTADOS OBTIDOS NA LETTURA DAS PLACAS DE
CULTURA CELULARE

AMOSTRA: N71 N°2 NU3 N°4
Z| L R{iZ/ILIMIIZIIL I IRI|IZ IL{IR
a) Filme de Pelimero do tipo PYF 2 L) 0 j00|D}|O OB 0|0 (00] 0] 0 060
b) XXXXXXXXXXXAITXIATXXXAXAXEXEX | XX | XX | XX | XX { XX | XX [ XX| XX | XX | XX | XX |xX
C) AXXXXXXIXIXXAAXAIAXXXNAXXXXENEX | XX xx XX | XX | XX | XX [ XX | XX | XX X X Xx
d) IXXXIIXXXIXIXXXXIXEXXXXXIXXIEXXXX | XX XX XX | XX} XX | XX | XX ] XX | XX b 41 XX | xXx
-Contrele Negative 0 0 |60 0|0 [0/06]0]0 (00 O 9 (04
-Contrele Positive 5 3 153|513 (853]5(3 (53| 5§ 3 |53

CONCLUSAO: A amostra n® 2284 quando testada n#io apresentou efeito téxico
para a inhagem celular NCTC done 929 (CCL-1 , ATCC-USA).

Sio Paulo, 26 de agosto de 1999

Tamwko Sbdowir Hheol-

Tamiko Ichikawa Ikeda Dra Aures Silvéirs Cruz .
Ass. Tecnico.de Apoio 4 Pesq.Cientifica Chefe da Segio de Cult.Celu
¢ Tecnolbgica RG.8.367.437

RG. 9.808.180-0
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10. Anexo C

10.1. Planilha de Anotagées — Sensibilidade Intracutdnea

Tabela 10.1- Planilha de anotagdes das reacdes para o teste de sensibilidade intracutinea

Animal data
Extrato Extrato Solvente Solvente
Polar Nao-Polar Polar Nao Polar
Eritema | Edema [ Eritema | Edema | Eritema | Edema ] Eritema | Edema
h ] T T i L [:] B B
2z Z Y4 < 7 T4 T 4
24 Horas 3 3 T 3 B 13 L3 B
4 ¥ X L3 12 9 22 9
5 S 5 5 T T0 o 10
1 i T k] [ -1 © 1]
ya P4 2 2 7 7 7 T
48 horas |= 3 3 3 ¥ 5 5 5
4 X L L] 1] i g 9
5 5 5 5 o ki) 10~ I | I
ki k] T h -] L] -] -]
Z 4 Z Y4 7 4 L4 7
72 3 3 3 3 -3 L3 -] L
horas L3 L X .4 L) 9 g g
) 5 5 5 0 10 10 it
Total
_15=|__:16=|__:15=|__:15=|__:15=|_ :15=|_ :15=|_ :16=
Divide pelo
ndmero de
observagdes
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
+ = + =
Somas Soma dos edemas dos extratos Soma dos eritemas dos extratos
+ = + =
Soma dos edemas e eritemas dos Soma dos edemas e eritemas dos
extratos solventes
+ = + =
Subtragdo Contagem de Irritacio Primdria para Al

Extrato - Solvente.

cIp= -
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10.2. Exemplo do procedimento do célculo para obten¢do da Contagem de
Irritacdo Primaria e Indice de Irritagdo Primaria para o Tesfe se
Sensibilidade Intracutdnea com animais hipotéticos.

Tabela 10.2 - Exemplo de planilha utilizada para Contagem de Irritacio Primaéria

Extrato Extrato Solvente Solvente
Polar Né&o-Polar Polar N&o Polar
Eritem Edem | Eritem Edema | Eritem Edema | Eritem Edema
a a a a a
1 -0 1=1 1-1 1-0 -0 s-1 ¢-0 ¢-0
2 -1 2=2 2-2 2-1 7-1 7-0 7-2 7-1
24 Horas 3-1 3-1 3-1 3-1 3-0 3-1 5-1 5-0
42 4-2 4-2 4-2 92 s-0 9 -2 9-2
5'1 5'1 5'1 5"1 ||J'o Iﬂ"o 10'0 10'0
1=1 1=1 1-0 1-0 e-1 s-0 s-0 s-1
2-1 2-0 2-0 2-1 7-0 7-0 7-0 7=0
48 horas 3-1 3'1 3'1 3-1 g=-1 g -1 g=1 a-1
4-0 4-0 a=1 4-2 s-0 9-0 9-0 9-0
s-0 5-0 5-0 5-1 10-0 100 10-1 10~ 0
4-0 1=1 1=1 1-0 =1 s-0 s-0 s-0
2-0 2-0 2'0 2-0 7-0 7-0 7-0 7-0
72horas a=1 a=1 a=1 a=1 -1 s-1 e=1 s=-1
4-0 4-0 4-0 4-1 9-0 s-0 9-0 s-0
s-0 5-0 5-0 5-0 10-0 10=1 10-0 10-0
Total 9 10 11 14 7 5 8 6
Divide pelo | 9:15= 10:15 | 11:16= 14:15=| 7:15= §5:15= | 8:16= 6:15=
nimero de 0,60 = 0,73 0,93 0,46 0,33 0,53 0,40
observacoes 0,66
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
0,60+0,73=133 0,46 + 0,63 =0,99
Soma dos edemas dos extratos Soma dos edemas dos solventes
Somas 0,66 +0,93=1,59 0,33+0,73=1,06
Soma dos edemas e eritemas dos | Soma dos edemas e eritemas dos
extratos solventes
1,33 +1,59=292 0,99+ 1,06 = 2,05
Subtragio Contagem de Irritagio Priméria para C1

Extrato - Solvente.

ClP=292-2,05=0,87

Tem-se entdo C1 = 0,87 e, supondo outros quatro animais como exemplo
(C2=1,03; C3 =0,95; C3 = 1,25; C3 = 0,83), pode-se obter o indice de Irritagdo
Primaria, somando-se as contagens dos animais e dividindo pelo nimero de
animas. Portanto tem-se:
IP=(C1+C2+C3+C4+C5):5 = 4,93

.5 = 0,986
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11. Anexo D

11.1. Planilhas de Anotagées - Toxicidade Sistémica

Tabela 11.1 — Planilha para anotacdes dos dados obtidos no teste de toxicidade sistémica.

Meios EP cP_ | EI CI__| EN CN
Animais Peso em gramas (inicial e final) dos animais de teste

1 Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial:
Final: Final: Final: Final: Final: Final:

2 Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial:
Final: Final: Final: Final: Final: Final:

3 Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial:
Final: Final: Final: Final: Final: Final:

4 Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial:
Final: Final: Final: Final: Final: Final:

5 Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial: Inicial:
Final: Final: Final: Final: Final: Final:

Tabela 11.2 - Planilha para anotacgdes dos valores médios de peso corpéreo dos animais em gramas (g) e
[indice de toxicidade sistémica].

Intervalo de EP CPp EI CI EN CN
observacoes
Oh 00,00g 00,00¢g 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g
(0] [0] [ 0] [0] [0] [ 0]
24h 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g
[0] [ 0] (0] [ 9] (9] [ 0]
48h 00,00g 00,00g 00,00¢g 00,00g 00,00¢g 00,00¢g
[0] [0] [0] [0] [0] [0]
72h 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g 00,00g
9] (0] [0] [ ] 0] (9]
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12. Anexo ‘E

12.1. Planilha de acompanhamento dos coelhos

Tabela 12.1 — Exemplo de quadro do acompanhamento da situa¢fio de cada coelho

Coelho n° Peso Kg Polimero lado
Dias da | Quinta | Sexta | Sibado |Domingo | Segunda | Terca | Quarta
semana
1 1 2 3 4 5 6 7
Implante
semana
Dia_/ |Dia_/ |Dia_/ |Dia_/ |Dia_/ |Da_/ |Dia_/ _
2 8 9 10 11 12 13 14
Inicio dos exercicios exercicio
s€mana exercicios 1" dose de
tetraciclina
Dia_ / |Dia_/ |Dia_/ | Dia_/ |Dia_/ |Da_/ |Da_J _
3 15 16 17 18 19 20 21
exercicio exercicio exercicio exercicio exercicio
semana 2* dose de
tetraciclina
el oo | DiRe ofL DM - | DO iDis - B F . | Bia . F -
4 22 23 24 25 26 27 28
exercicio exercicio exercicio exercicio exercicio
semana 3" dose de 4" dose de
tetraciclina | tetraciclina
Dia_ / |Dia_/ |Dia_/ |Da_/ |Dia_/ |Dia_/ |Da_/
5 29 30
exercicio Eutanasia
semana
Dia_ / | Dia_ [/
Dose de Quetamina , (0,5 ml/kg) Exercicio Fisico (s/n)
Dose de Xilazina ,(0,4 ml/kg)
Dose de Tetraciclina , (0,1 ml/kg)
Dose de Cefazolina Sodica . (0,22 ml/kg)

OBS.
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13. Anexo F

13.1. Adaptacgéo de esteira ergométrica para os exercicios fisicos dos
coelhos

A adaptacdo da esteira consistiu da substitui¢do da polia de tragdo por uma de maior
dimensdo para reduzir a velocidade para aproximadamente 14 m/min. Esta nova polia foi
confeccionada em poliéster pelo setor de Marcenaria do proprio Instituto de Ortopedia e

Traumatologia do HC-FMUSP, conforme Figuras 13.1a e 13.1b.

b)
Figura 13.1 — a) A polia “a” era a que estava anteriormente na esteira; a polia “b” é a atual. b) Polia
redimensionada adaptada 2 esteira.

A contengdo dos coelhos para os exercicios fisicos foi conseguida através da
adaptacdo de uma caixa de madeira revestida com férmica (também confeccionada pelo
Setor de Marcenaria do IOT) e parafusada ao suporte de madeira que da sustentagdo a lona
de caminhada. As Figuras 13.2a e 13.2b mostram a caixa de conteng@o com o coelho dentro
dela.

a) b)
Figura 13.2 — a) Esteira ergométrica adaptada para realizagfio de exercicio fisico em coelhos implantados
com PVDF. b) Coelho sendo exercitado.
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14. Anexo G

14.1. Principios Eticos na Experimentagao Animal (Colégio Brasileiro
de Experimentag¢do Animal - COBEA)

A pesquisa cientifica contribui com ponderavel parcela para o bem estar do homem e
dos animais.

Os conhecimentos de Biologia em geral, de saide, de comportamento ¢ das interagGes
"homem-animal-ambiente" nem sempre podem ser obtidas s6 pela observagio e pelo registro
do que normalmente acontece, ao longo da vida, com o homem e com os animais, quer como
individuo isolado quer como populagdo e, por isto, a experimentagdo cientifica ¢
absolutamente necessaria para que o ciclo do conhecimento se complete, se renove e se torne
util.

Mas, para que o uso de animais com objetivos cientificos seja moralmente aceitavel e
dé resultados confiaveis ¢ fundamental ter-se a consciéncia que o animal como ser vivo,
possui habitos de vida proprios da sua espécie, tem memoria, preserva o instinto de
sobrevivéncia e ¢ sensivel a angustia e a dor, razio que preconizam posturas éticas em todos
os momentos do desenvolvimento dos estudos com animais de experimentagio.

Por isso, postula-se:

O progresso dos conhecimentos humanos, notadamente os referentes a4 Biologia, a
Medicina Humana e dos animais, ¢ necessario. O homem precisa utilizar animais na busca
de conhecimento, para se nutrir, se vestir e trabalhar. Assim, ele deve respeitar o animal, seu
auxihiar, como um ser vivente como ele. Postulado:

Artigo I - Todas as pessoas que pratiquem a experimentagio bioldgica devem tomar
consciéncia de que o animal é dotado de sensibilidade, de memoéria e que sofre sem poder
escapar a dor;

Artigo II - O experimentador é, moralmente, responsavel por suas escolhas e por seus
atos na experimentagdo animal;

Artigo III - Procedimentos que envolvam animais devem prever e se desenvolver
considerando-se sua relevancia para a satide humana ou animal, a aquisi¢do de conhecimento
ou o bem da sociedade;

Artigo IV - Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécie ¢
qualidade apropriadas e apresentar boas condigdes de saide, utilizando-se 0 niimero minimo
necessario para se obter resultados validos. Ter em mente a utilizagio de métodos
alternativos tais como modelos mateméticos, simulagdo por computador e sistemas

biologicos "in vitro",



Artigo V - E imperativo que se utilizem os animais de maneira adequada, incluindo ai
evitar o desconforto, angistia e dor. Os investigadores devem considerar que os processos
determinantes de dor ou angistia em seres humanos causam o mesmo em outras espécies, a
nfo ser que o contrario tenha se demonstrado;

Artigo VI - Todos os procedimentos com animais, que possam causar dor ou angistia,
precisam se desenvolver com sedagio, analgesia ou anestesia adequadas. Atos cirirgicos ou
outros atos dolorosos nio podem se implementar em animais nfo anestesiados € que estejam
apenas paralisados por agentes quimicos e/ou fisicos;

Artigo VII - Os animais que sofram dor ou angistia intensa ou cronica, que ndo possam
se aliviar e os que nio serdo utilizados devem ser sacrificados por método indolor e que nio
cause estresse;

Artigo VIII - O uso de animais em procedimentos didaticos e experimentais pressupde
a disponibilidade de alojamento que proporcione condigdes de vida adequadas as espécies,
contribuindo para sua satde e conforto. O transporte, a acomodagdo, a alimentagio ¢ os
cuidados com os animais criados ou usados para fins biomédicos devem ser dispensados por
técnico qualificado.

Artigo IX - Os investigadores ¢ funcionarios devem ter qualificagio e experiéncia
adequadas para exercer procedimentos em animais vivos. Deve-se criar condigdes para seu
treinamento no trabalho, incluindo aspectos de trato ¢ uso humanitirio dos animais de

laboratério.
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15. Anexo H

15.1. Etapas de dissecagcdo, emblocamento em resina acrilica e
confec¢ao das laminas para leitura histomorfométrica.

Apés a eutanasia dos animais, as tibias sdo dissecadas como demonstrado na
Figura 15.1. As placas foram retiradas e a tibia foi cortada na regido dos buracos dos
parafusos de forma que a regido onde feita a lesdo para observagdo do crescimento 6sseo

ficasse centralizada. (Figura 15.2). A Figura 15.3 mostra o equipamento utilizado para o

corte das amostras 0sseas.

a) b)
Figura 15.1 — Tibias de coelho implantadas: a) Tibia direita sem PVDF, b) Tibia esquerda com PVDF (note
a diferenca de crescimento do peridsteo sobre a placa).

a) b)
Figura 15.2 — Tibias de coelho dissecada: a) Tibia ji sem a placa e com as marcacdes imagindrias dos locais
de corte; b) Tibia sendo cortada com disco de ago para retirada da amostra de osso. A
agulha no canto superior da figura é para refrigerar o locar de corte com soro fisiolégico.



2) b
Figura 15.3 — Equipamento utilizado para o corte das amostras 6sseas: a) detalhe do disco de ago; b) Disco
de aco acoplado a microretifica.

As amostras de ossos sdo entdo colocadas em etanol 70% (a primeira etapa para a

desidratagdo dssea para a confecg@o dos blocos). (Figura 15.4)

a) b)
Figura 15.4 — Peca a ser analisada retirada da tibia, a) detalhe da peca; b) pe¢a colocada em etanol 70%
para o inicio do processo de desidratacio.

15.2. Inclusao das amostras teciduais 6sseas calcificadas

A amostra de tecido 6sseo retirada da tibia do coelho (entre o 2° e 3° furos), € entdo
submetido a um protocolo muito usado para pesquisas histologicas onde se precisa analisar o
osso mineralizado, como € o caso da histomorfometria dssea. Na primeira etapa, chamada
fixacdo, a pega Ossea fica imersa em etanol a 70%(citado acima) por sete dias (com trocas
didrias do alcool, ficando a temperatura ambiente). Na segunda etapa, que consiste na
desidratacdo do tecido, a amostra fica imersa em etanol absoluto (100%) por mais sete dias a
temperatura ambiente (quanto mais desidratado, melhor serd a penetragdo posterior pela

resina). A seguir, a amostra ¢ mergulhada em tolueno por 24 horas, também a temperatura

ambiente.
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Apés a maxima desidratagio possivel, segue-se a ctapa de penetragdo pela resina,
que consiste na imers3o, seqiiencial, em outras trés solugdes, aqui denominadas de Solugdo

A, Solugdo 1 grama e Solugdo 2 gramas.

e Solugio A
Consiste nos seguintes reagentes:
- 25% de Dibutilftalato (Merck C,¢H,,0,- n° 814157) - (25 ml de Dibutilftalato);
- 75% de Metilmetacrilato - (CsHz0, ) 75ml de Metilmetacrilato) para 100 ml;

Nessa solugdo, a amostra fica por mais sete dias, em ambiente refrigerado.

e Solugdo 1 grama
- Consiste na Solugdo A, citada acima, com a adig¢do de 1 grama de Per6xido de Benzoila
(Sigma C,,H,, O4 B2030)
.- A pega permanece nessa solugdo por mais sete dias também em ambiente refn':gerado
(geladeira)

¢ Solugio 2 gramas
- Permanece a Solugdo A, porém agora com 2 gramas de Peroxido de Benzoila.

- A amostra segue as mesmas condigdes da solugio anterior (sete dias na geladeira)

Para a inclusio em resina, é feita uma "pré-base", ou seja, num frasco de 20 ml com
tampa, coloca-se cerca de 5 ml de Solugdo 2 gramas, ja polimerizada (esta soluc;io.pode ser
polimerizada em estufa a 37 °C). O material ¢ acondicionado sobre esta "pré-base” ¢, a
seguir, completa-se com mais Solugdo 2 gramas. O bloco estard completamente endurecido
em cerca de 48 horas na estufa a 37 °C. Esse frasco de 20ml, onde foi feita a inclusio, serve
somente como molde. |

Apos a polimerizagio completada, quebra-se o frasco de vidro ¢ tem-se, portanto, a
pega embutida (ou incluida) como pode ser observado na Figura 16.5a. A seguir, corta-se a
resina com o auxilio de uma serra (Figura 15.5b) e lixa-se a pega até se conseguir um bloco

retangular (Figura 15.6a), que recebe uma identificagio.



a) b)
Figura 15.5 — Montagem de um bloco histolégico para corte em micrétomo. a) pe¢a histologica embutida
em resina dentro e fora do molde de vidro, b) acabamento para a confeccio do bloco.

a) b)
Figura 15.6 — Montagem de um bloco histolégico para corte em micrétomo. a) Formato do bloco para ser
colocado nos equipamentos de corte histolégico, b) Micrétomo Leica, com detalhe o bloco .
(aparelho do Laboratério de Fisiopatologia Renal - LIM 16 - FMUSP).

Neste momento o bloco estd pronto para a microtomia. O micrétomo utilizado
(micrétomo de impacto com navalha de tungsténio modelo JUNG Policut S, Leica) (Figura
15.6b) € capaz de realizar cortes de até Spm (para coloragdo) e cortes com 10pm (para
fluorescéncia e subseqiiente observagdo da dindmica da mineralizagdo dssea).

Os cortes sdo colocados em laminas gelatinadas e estirados com alcool 50% e 100%.

A solugdo gelatinosa (gelatina 2%), que recobre a lamina ¢ feita de gelatina branca
em folha dissolvida (+ 2 gramas), em 100ml de dgua destilada, que é colocada sobre placa
aquecedora e posteriormente ser estocada em geladeira. As laminas sdo mergulhadas e
retiradas uma a uma na gelatina, apds estas terem sido limpas em solugdo sulfocromica,
lavadas com agua corrente € em &agua destilada. Antes de se passar alguma ldmina na
gelatina, estas devem ser mergulhadas em alcool e deixadas para secar.

ApOs a microtomia e o acondicionamento do material histologico sobre a lamina,

esta ¢ deixa-se em estufa a 37°C por cerca de 12hs.
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As laminas prontas s3o entdo coradas para exame histologico (microscopio optico
comum) ou analisadas sem corante (microscopio Optico de fluorescéncia). Este tltimo

equipamento € o utilizado para a observagdo das marcagdes com tetraciclina.
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16. Anexo I

16.1. Laudo histolégico

Dra. Maria Inés Onuchic Schultz Dra. Elizete Lopes Guilherme
,’ ll“t:‘.‘l. de CRM - 40236 CRM - 4246 -~
< natemia
z \° Fatatogicn PATOLOGIA CIRURGICA E CITOLOGIA

|
|
‘ Dados: Experiéncia em coelhos. Implante de PVDF em osso tibial.

Qualidade do material: Foram recebidas 66 laminas, numeradas de 1 a 34, contendo
cortes histolégicos tingidos pelo corante azul de toluidina.

Material encaminhado por: Departamento de Engenharia de Materiais, Aeronautica e
Automobilistica. Aluno: André Luis Paschoal.

LAUDO MICROSCOPICO

Os cortes histolégicos s&o representados por tecido 6sseo cortical e medular.

Os cortes apresentam area mais ou menos circunscrita, orificial, com ossificacdo.

Na quase totalidade dos cortes & possivel delimitar area de ossificacdo.

i Nas laminas 18 e 19 néo foi possivel delimitar e representar, respectivamente, a area de
i ossificacdo.

| A neoformagio 6ssea € caracterizada por trabéculas 6sseas dispostas em varias diregdes
| e interligadas entre si.

As trabéculas s&o revestidas por fileiras de osteoblastos depositados sobre faixa de
substancia ostedide, que por sua vez esta apoiada sobre laminulas 6sseas ja
mineralizadas.

Entre as trabéculas ha tecido mesenquimal frouxo, vascularizado, com maior ou menor
quantidade de tecido hematopoiético.

Em alguns fragmentos com ossificagio mais adiantada observa-se atividade osteoclastica
complementando a modelagem e remodelagem 6ssea.

Cada lamina foi examinada com o intuito de comparar e dimensionar o grau de
ossificacéio, objetivando encontrar diferengas entre 0s 0ssos tibiais que receberam
polimero e foram submetidos ou ndo ao exercicio fisico.

Para isso foi comparado o nimero de trabéculas dsseas em relagdo ao tecido
mesenquimal interveniente. Cada lamina recebeu uma graduagao de (+) a (++++) para
dimensionar a formagéo de trabéculas 6sseas.

Dessa analise foi possivel observar que os 0ssos que receberam polimero e ndo foram
submetidos ao exercicio apresentaram maior nimero de trabéculas 6sseas, com
consequiente maior obturagédo do orificio e portanto, maior ossificagdo. Em seguida a
estes animais vieram aqueles que também obtiveram as placas de polimero e foram
submetidos aos exercicios; demonstrando portanto, no experimento, que a presenca de
polimero, de alguma forma, estimula a neo-formagfo éssea.

Nas laminas 27, 28, 29 e 30 ha escassa neoformagdo 6ssea. Ha poucas trabéculas na
periferia do orificio e predominio de tecidos adiposo e hematopaiético no centro. O tecido
adiposo apresenta focos de necrose com reabsorgdo por histiécitos xantomatosos como
se costuma observar em areas de fratura.
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18.1. Tabelas com os dados observados de formag¢do de edemas e

eritemas no teste de Sensibilidade Intracutanea: Obtencao da

Contagem de Irritagao Primaria.

As Tabelas 18.1, 18.2, 18.3, 18.4 e 18.5 trazem os resultados obtidos com os testes

de sensibilidade intracutanea realizados no dorso dos cinco coelhos marcados como Al, A2,

A3, A4 e AS respectivamente, que receberam inoculagdes com Extratos e Controles,

conforme citado.

Tabela 18.1 - Planilha de resultados para Contagem de Irritacdio Primaria. Coelho Al

Extrato | Polar Extrato | Nao-Polar Solvente | Polar Solvente | Niao-Polar
Eritema | Edema | Eritema Ed Eritema Ed Eritema Edema
0 0 0 1 1 0 0 1
0 0 0 1 0 0 0 1
24 Horas 0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
48 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 ]
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
T2Zhoras 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 5 1 [!] 0 5
+ 0:15= 0:15= 0:15= 5:15= 1:15= 0:15= 0:15= 5:1
Namero de 0,00 0,00 0,00 0,34 0,07 0,00 0,00 0,34
observacies
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos erit dos solventes
0,00+ 0,00 = 0,00 0,06 + 0,00 = 0,07
Soma dos edemas dos extratos los edemas dos solvente
Somas 0,00 + 0,34 = 0,34 0,00 +0,34 = 0,34
Soma dos edemas ¢ eritemas dos extratos Soma dos edemas e eritemas dos solventes
0,00+ 0,34 = 0,34 0,07+ 034 = 041
Subftragio Contagem de Irritagdo Primdria para A1

Extrato - Solvente.

CIP =0,34-041=-10,07"

Normas

Técnica indicam ser uma reaciio previsivel)

CIP AT=-10,07 (nimero negativo indica que houve uma reacao irritativa um pouco mais intensa somente com o solvente nao polar. As
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Tabela 18.2 - Planilha de resultados para Contagem de Irritacio Priméaria. Coelho A2

Extrato | Polar Extrato | Nao-Polar Solvente | Polar Solvente | Nio-Polar
Eritema Edema | Eritema Edema Eritema Edema Eritema Edema
1 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0
24 Horas 0 0 0 0 0 0 0 Li]
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
48 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
T2horas 0 0 0 0 i 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 (1] 0 0
Total 2 0 0 0 0 0 0 0
+ 2:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15=
Namero de 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
observagies
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
0,14+ 0,00 = 0,14 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas dos extratos Soma dos edemas dos solvente
Somas 0,00 + 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas ¢ eritemas dos extratos Soma dos edemas e eritemas dos solventes
0,14 +0,00 = 0,14 0,00+ 0,00 = 0,00
Subtragio Contagem de Irritacdo Primdria para A2
Extrato - Solvente. CIP=0,14-0,00=0,14

Tabela 18.3 - Planilha de resultados para Contagem de Irritacio Primaria. Coelho A3

Extrato | Polar Extrato | Nio-Polar Solvente | Polar Solvente | Niao-Polar
Eritema | Edema | Eritema Edema Eritema | Edema | Eritema Edema
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1] 0
24 Horas 1 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 (1}
0 0 0 0 0 {1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
48 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1] 0 ] 0 [1] 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
72horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
Total 1 0 0 0 0 0 0 0
+ pelo 1:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15=
Numero de 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
observacies
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
0,07+ 0,00 = 0,07 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas dos extratos Soma dos edemas dos solventes
Somas 0,00 + 0,00 = 0,00 0,00+ 0,00 = 0,00
Soma dos edemas e eritemas dos extratos Soma dos edemas e eritemas dos solventes
0,07 + 0,00 = 0,07 0,00 + 0,00 = 0,00
Subtragiio Contagem de Irritagdo Primdria para A3
Extrato - Solvente. CIP=0,07-0,00=0,07
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Tabela 18.4 - Planilha de resultados para Contagem de Irritacio Primaria. Coelho A4
Extrato | Polar Extrato | Nao-Polar Solvente | Polar Solvente | Nio-Polar
Eritema Edema | Eritema Edema Eritema Edema Eritema Edema
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
24 Horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
48 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 (1] 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
T2horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0
+ pelo 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15= 0:15=
Namero de 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
observacies
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
0,00 + 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas dos extratos Soma dos edemas dos solventes
Somas 0,00 + 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas ¢ eritemas dos extratos Soma dos edemas e eritemas dos solventes
0,00 + 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 = 0,00
Subtracio Contagem de Irritagio Primdria para A4
Extrato - Solvente. CIP = 0,00 — 0,00 = 0,00
Tabela 18.5 - Planilha de resultados para Contagem de Irritacio Primaria. Coelho AS
Extrato | Polar Extrato | Nio-Polar Solvente | Polar Solvente | Nio-Polar
Eritema | Edema | Eritema Edema Eritema | Edema | Eritema Edema
0 0 0 0 0 0 0 1]
1 0 0 0 1 0 0 0
24 Horas 0 0 1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0
[1] 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
48 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
72horas 0 0 0 0 0 0 0 (1]
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 ]
Total 2 0 1 0 1 0 0 0
+ 2:15= 0:15= 1:15= 0:15= 1:15= 0:15= 0:15= 0:15=
Nimero de 0,14 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00
observacoes
Soma dos eritemas dos extratos Soma dos eritemas dos solventes
0,14 + 0,07 = 0,21 0,07 + 0,00 = 0,07
Soma dos edemas dos extratos Soma dos edemas dos solventes
Somas 0,00 + 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 = 0,00
Soma dos edemas e eritemas dos extratos Soma dos edemas e eritemas dos solventes
0,21+ 0,00 = 0,21 0,07 + 0,00 = 0,07
Subtragiio Contagem de Irritagdo Primdria para AS
Extrato - Solvente. CIP =0,21-0,07=0,14
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19. Apéndice 11

19.1. Tabelas e graficos com os dados histomorfométricos e
estatisticos.

O tratamento estatistico foi aplicado devido a variabilidade entre individuos de uma
mesma espécie (Tabelas de 19.1 a 19.18). Para as medidas parcadas ¢ ndo paramétricas foi
utilizado o teste estatistico de Wilcoxon unicaudal (tibias com e sem PVDF, tibias com e sen
PVDF - com exercicio, e tibias com e sem PVDF - sem exercicio) e para as medidas ndo-
pareadas e ndo-paramétricas, o teste de Mann-Whitney unicaudal (tibias com e sem exercicio
- com PVDF e tibias com e sem exercicio - sem PVDF). As diferengas entre os diversos
parameiros analisados foram consideradas significanies para os valores de P<0,05
(assinalados por H’) ¢ ndo significantes para os valores de P>0,05 (assinalados por “m"‘).

Os graficos (Figuras de 19.1 a 19.18) correspondem as médias dos grupos citados.
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Tabeia 19.1 — Pianiiha contendo valores mensurados e estatisticos de area total 6ssea, mineralizada ou nio.

' Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PYDF

1,77 1,21 1,60 1,41 1,77 1,21

234 2,30 1,19 0,89 2,34 2,30

421 1,76 2,55 2,50 421 1,76
2,67 2,87 2,39 1,59 2,67
AREA OSSEA 4,99 4,83 2,88 3,65 4,99
4,26 2,78 2,58 2,64 4,26
(B.Ar) 2,36 0,96 i,24 1,08 2.36
1,13 1,12 1.13
(mm?) 1,60

1,19

Desvio Padriio
Erro Padrdo da Média
Minimo

Méximo

Niimero

Wilcoxon,

Parcado

Nio Paramétrice;
Unicaudal p= 003 W= 28

p= 019 W= 39 ! p= 002 W= 74

Mann-Whitney, :
Nio-pareado; p=_ 020 MW =201
N&o Paramétrico
Unicaudal

I

(mm?) Area Ossea (B.Ar)

c/PVDF - slex. O sIPVDF - siex.|
: ~ \mc/PVDF -clex. msiPVDF - clex.|
25 ¢ mc/PVDFtotal  m sIPVDF total

2,0

1,6

1,0 = o
Média
Figura 19.1 — Grafico dos valores médios para drea 6ssea total, (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem exercicio);

(s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com exercicio);

(s/PVDF-c¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com PVDF);
(s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF),
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nio.

VOLUME OSSEQ

BV/TY

(%)

.. sviu P&n

i Sem excreicio

Sem PVDF
25,96 15,17
4141 44.98
61,64 25,79
52,29 42,15
73,44 70,99
62,58 54,52
46,21 18,77
215 13.20

Tabela 19.2 — Pianilha contendo valores mensurados e estatisticos de volume de osso total, mineralizado ou

] Com cxcrcicio | TOTAL

31,20
19.05
40,85
32,41
56,37
50,42
2423

27,50
13,01
40,19
25,35
71,55
51.64
21,13

25.96
4141
61,64
52,29
73,44
62,58
4621
22,15
31,20
19,05
40,85
3241
56,37
50,42

*

24,23

15,17
44,98
25.79
42,15
70,99
54,52
18,77
13,20
27,50
13,01
40,19
25.35
71,55
51,64
21,13

Erro Padrio da Mcédia 6,36 737 5,13 7.65 431 5,12
Minimo 22.15 13,20 19,05 13,01 19,05 13,01
Maximo 73,44 70,99 50,37 T71.55 73,44 T1.55
Nimero 8 8 7 7 15 15
Wilcaxon,
Pareado :
Nio Paraméirico; '
Unicaudal : p= 002 W= 80
Mann-Whitney,
Nao-pareado;
Nao Paraméirico
Unicaudal
(%) Volume ésseoc (BV/TV)
{ @ c/PVDF -slex. O s/PVDF-slex.| : :
B c/PVDF -clex. @ s/PVDF-clex. |
W c/PVDF total B s/PVDF total
40,00

20,00 -

Media

Figura 19.2 — Grafico dos valores médios para volume de osso total. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (v/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.3 — Pianilha contendo valores mensurados e estatisticos de drea de o0sso mineralizado.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PYDF

1,62 1,15 1,55 1,33 1,62 115
2,24 2,20 1.14 0,86 2,24 2,20
4,02 1,59 2,47 241 4,02 1,59
AREA DE 0880 2,60 2,78 2,31 1,52 2,60 2,78
MINERALIZADO 4,95 4,76 2,85 3,60 4,95 4,76
4,20 2,72 242 2,55 4.20 2.72
(Md.Ar) 2,13 .88 1,19 1,07 2,23 (.88
1,10 1,01 1,10 1,01
(mm’) 1,55 1,33
i,14 0,86

Desvio Padrdo

FErro Padrio da Média 0,48
Minimo 1,10
Maximo 4,95
Ntimero 8
Wilcoxon,
Parcado :
Nio Paramétrico; : ;
Unicaudal p= 002 W= 30 | p= 023 W= 10 | p= 002 W= 76
Mann-Whitney, e
Nio-parcado; :
Nao Paraméirico p=_ 020 MW =20
Unicandal a T
. w |
p= 039 MW =25
(mm?) Area de Osso Mineralizado (Md.Ar)
3,0

(B clPVDF-slex. o s/PVDF- slex.
| B c/PVDF - clex. B s/PVDF-clex.
Ec/PVDFtotal m s/PVDFtotal

25

2,0

1.5

Média

Figura 19.3 — Grifico dos vaiores médios para drea de osso mineralizado total. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF,
sem exercicio); (&/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabeia 19.4 — Pianiiha contendo vaiores mensurados e estatisticos de drea medular.

Sem exercicio | Com exercicio | TOTAL
Sem PVDF
5,06 6,76 3.53 3,71 5,06 6,76
332 2,81 5.07 595 3,32 2,81
2,62 5,05 3,69 3,73 2,62 3,05
AREA MEDULAR 2,44 3,94 4,98 465 2,44 3,94
1,80 1,97 2,23 4,45 1,80 1,97
(Ma.Ar) 235 2,32 2,33 247 2,55 2,32
2,74 4,14 3.86 4,02 2,74 4,14
(mm?) 3.97 738 3,97 738
3,53 3,71
5,07 5,95
3.69 3,73
4,98 4,65
2,23 445
2,53 2.47
Desvio Padrdo 1.03 1,99 1,09 1,06 1,07 1
Frro Padrdo da Média 0,36 0,70 0,41 0,40 0,28 0,41
Minimo 1.80 1,97 59 247 1,80 197
Miximo 5,06 7,38 507 5.95 5,07 7,38
Numero 8 8 i) 15 15 15
Wilcoxon,
Parcado ' '
Nio Paramétrico; : :
Unicaudal p= 004 W= 226 | i= 015 W= -14 = 002 = -T74
Mann-Whitwey, |} :
Nio-parcado; = :
Nio Paramétrico p=_ 020 MW =20
Unicaudal : —
p= 050 MW I =28
(mm?) Area Medular (Ma.Ar)
5,0 .

4,0

30

2,0 =

Média

Figura 19.4 — Grafico dos valores médios para drea medular. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem exercicio);
(s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com exercicio);
(s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com PVDF);
(s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.5 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de darea ostedide.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF
0,15 0,06 0,05 0,07 0,15 0,06
0,10 0,10 0,05 0,02 0,10 0,10
0,19 0,16 0,08 0,10 0,19 0,16
AREA OSTEOIDE 0,07 0,09 0,08 0,07 0,07 0,09
0,04 0,07 0,02 0,05 0,04 0.07
(0.Ar) 0,08 0,06 0,16 0,09 0,08 0,06
0,12 0,07 0,04 0,01 0,12 0,07
(mm”) 0,03 0,11 0,03 0,11
0,05 0,07
(.05 0,02
0,08 0,10
0,08 0,07
0,02 0.05
016 0,09
0,04 0,01
svio Padriio 0,05 0,03 0,04 0,05 0,04
Frro Padrio da Média 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
Minimo 0,03 0.06 0,02 0,02 0,01
Méximo 0,19 0,16 0,16 0,19 0,16
Ntmero 8 8 7 15 15
Wilcaxon,
Parcado -
Nio Paramétrico; :
Unicaudal p= 032 W= § p= 023 W= 10 | p= 021 30
Mann-Whitney, | } ;
Nio-parcado; :
Nao Paramétrico p=_ 0,17 MW =19
Unicaudal E *
: h I
p= 0,4 MW =18
(mm?) Area Ostedide (O.Ar)
0,10

0,08

0,06 +

0,04

B c/PVDF - slex. O sIPVDF - sle
B c¢/PVDF - clex.m s/PVDF - clex.
|® c/PVDF total m s/PVDF total

Média

Figura 19.5 — Grafico dos valores médios para drea ostedide. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem exercicio);
(s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com exercicio);
(s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com PVDF);
(s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.6 — Planiiha contendo valores mensurados e estatisticos de espessura osteéide.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
| 3,69 2,84 2,64 3,50 3,69 2,84
[ 3,44 2,55 2,70 2,71 3,44 2,55
| 3,48 5,19 2,89 4,25 348 3,19
ESPESSURA i 3,07 3,15 318 3 l6 3,07 3,15
OSTEOIDE | 1,71 2,30 1,59 2,42 1,71 2,30
| 2,51 2,00 4,31 2,95 2,51 2,00
(0.Th) 2,70 3,39 2,44 136 2,70 3.39
267 4,65 267 4,65
(um) 2,64 3,50
2,70 2,71
2.89 425
3,18 3,16
1,59 2,42
4,31 2.95
2,44
Desvio Padidio 0,65 1,13 0.82 0.90 0,71 1,01
Erro Padrio da Média 0,23 0,40 0,31 0,34 0,18 (3,20
Minimo 1,71 2,00 1,59 1,36 1,59 1,36
Miximo 3,69 5.19 4,31 4,25 4,31 5,19
Niamero 8 8
Wilcoxon,
Pareads
Nio Paramétrico; :
Unicaudal p= 027 -0 i = 041 = 4 0,23 -28
Mann-Whitney, '
Nio-parcado;
Nio Paramétrico p—_ 031
Unicaudal :
(%) Espessura Ostedide (0.Th)
3,580

3,00

2,50

2,00

B c/PVDF - slex. Os/PVDF -s/ex.

| B C/PVDF - clex. B S/PVDF - clex. |

</PVDF total B s/PVDF total

Média

Figura 19.6 Grafico dos valores médios para espessura ostebide. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.7 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de superficie ostedide.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF

48,54 29,94 33,98 41,49 48,54 29,94
44,68 54,50 47.24 35,80 44,68 54,50
55,90 54,35 40,36 35,87 55,90 34,35
SUPERFICIE 35,12 44 86 31,92 40,50 3512 44 86
OSTEOIDE 18,77 39,60 26,37 31,25 18,77 39,60
39.82 42,11 72,62 58,34 39.82 42,11
(OS/BS) 72,14 76,89 51,88 12,76 72,14 76,89
4977 76,67 49,77 76,67
(%) 33,98 41,49
47.24 35,80
40,36 3587
31,92 40,50
20,37 31,25
7262 58,34
51,88 12,7
Desvio Padriio 15,59 15,60 13,60 15,06
Frro Padriio da Média 5,51 5,90 5,14 3.8
Minimo 18,77 26,37 12,76 18,77
Méaximo 72,14 72,62 58,34 72,62
Mimero g T 7 15
Wilcoxon,
Parcade ' :
Nio Paramétrico; : :
Unicaudal p= 007 = 22 . p= 023 W= 10 ! p= 034 = -6
Mann-Whitney, o :
Nao-parcado; :
Nao Paramétrico p= 0,35 MW =24 .
Unicaudal '
p= 005 MW =13

(%) Superficie Ostedide (OS/BS)

o . mclPVDF-slex. OsSIPV :
50.00 — = - Wc/PVDF -clex. s/PVDF - clex.
’ ' .~ mciPVDFtotal ms/PVDFtotal

30,00

Média

Figura 19.7 — Gréfico dos valores médios para superficie ostebide. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.8 — Pianiiha contendo valores mensurados e estatisticos de volume ostedide.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PYDF Com PVDF Sem PVDE Com PVDI
8,34 4,95 328 5,30 8,34 4,95
436 431 442 279 4,36 4,31
4,46 9,15 3,00 3,90 4,46 9,15
VOLUME 2,76 3,10 341 4,54 2,76 3,10
OSTEOIDE 0,74 1,49 0,83 1,40 0,74 1,49
1,99 2,28 6,07 3,40 1,99 2,28
(OV/BV) 5,17 7,53 3.58 0,55 5,17 1.53
298 10,22 2.98 10,22
(%) 3,28 3,30
442 2,79
3,90
4,54
1.40
3,40
0,55
Desvio Padriio 3.2
Frro Padrio da Média 0.82 115 0.60 0.64 0,50 0,72
Minimo 0,74 1,49 083 055 0.74 0,55
Méximo 10,22
Mamero 8
Wilcoxen,
Parcado :
Nio Paramétrico; | : :
Unicaudal ! p= 007 W= 22 | i= 034 W= 6 op= 021 W= 30
Mann-Whitney, e :
Nio-parcado; :
Nao Paraméirico  p= 048 MW =27 .
Unicaudal ‘ : *
| - bm ||
| p= 0,12 MW =17
(%) Volume ostedide (OV/BV)

5,00 |
4,00
3,00

2,00 L
Média
Grafico dos valores médios para volume ostedide. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com

exercicio); (s/PVDF-c¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).

Figura 19.8 —
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Tabeia 19.9 — Pianiiha contendo vaiores mensurados e estatisticos de superficie osteobidstica.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF

20,52 15,62 20,59 26,99 20,52 15,62
2495 26,26 26,31 21,39 2495 26,26
31,82 45,88 26,30 23,01 31,82 45,88
SUPERFICIE 21,24 28,04 16,76 29,40 21,24 28,04
OSTEOBLASTICA 12,43 30,97 17,15 20,29 12,43 30,97
32,72 34,11 42,86 28,01 32,72 34.11
(Ob.S/BS) 39,69 31,25 22,63 7,59 39.69 31,25
21,58 40,90 21,58 40,90
(%) 20,59 26,99
26,31 21,39
26,30 23.01
16,76 25,40
1715 20,29
i 42,86 28,01
i 2" .63 7.59
Desvio Padrio 8,64 9.21 891 7.38 9,41
Erro Padrdo da Média 3,06 3,26 337 2,79 243
Minimo 12,43 15,62 16,76 7.59 7.59
Méximo 39,69 45,88 42.86 29.40 42,86 4588
Nimero 8 7 2 15 15

8
Wilcaxon,
Parcade t ' :
Nio Paramétrico; ! ; :

Unicaudal W= 20 ! p= 029 W= 8§ p= 028 W= 22
Mann-Whitney, R :
Niio-parcado; !
Nao Paramétrico MW =26
Unicaudal —
h |
p= 002 MW =10
(% Superﬁcle Osteobléstica (Ob S/BS)
S PR — O ——
lc!PVI:F slex. O s/PVDF - s!ex.
| ciPVDF - ciex. @ siPVDF - ciex.
- |Hc/PVDFtotal ms/PVDFtotal |
30,00 | . i
25,00
20,00

Média

Figura 19.9 — Gréfico dos valores médios para superficie osteoblistica. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/P¥DF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.10 — Pianiiha contendo vaiores mensurados e estatisticos de superficie osteocldstica.

| Com exercicio TOTAL

Sem exercicio

Sem PVDF
0,56 1,95 2,49 3,21 0,56 1,95
2,03 1,96 0,16 1,55 2,03 1,96
0,50 1,19 3,13 6,26 0,50 1,19
SUPERFICIE 2,92 5,77 2,46 2,90 2,92 5,77
OSTEOCLASTICA 4,79 5,88 6,11 3,01 4,79 5,88
7,36 5,17 3,68 i85 7.36 5,17
(0c.S/BS) 2,28 1,63 3,71 6,37 2,28 1,63
1,49 2,86 1,49 2,86
(%) 2,49 3.21
0,16 1.55
3.13 6,26
2,46 2,90
0,11 3im
3,68 1,85
3,71 6,37
Desvio Padrio E
Frro Padrdo da Média 0.49
Minimo 0,50 1,19
Miximo 7.36 5,88
Miimero 8 8
Wilcoxon,
Parcado :
Nio Paramétrico; : ;
Unicaudal p= 0.6 = -16 ! p= 029 W= & : p= 013 -42
Mann-Whitney, | } H
Nio-parcado; :
Nao Paraméirico p=_ 023 MW =21
Unicaudal i *
=. |
p= 028 MW =22

(%) Superficie Osteoclistica (0¢.S/BS)
4,00 A
|Oc/PVDF - slex. OsIPVDF-siex.|
= c/PVDF - clex. O s/PVDF - clex.|
3,50
3,00
2,50
2,00

Média

Figura 19.10 — Grifico dos valores médios para superficie osteocléstica. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF),
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Tabela 19.11 — Pianiiha contendo vaiores mensurados e estatisticos de superficie de reabsor¢io.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVYDF

1,23 4,58 5,71 5,50 1,23 4,58
3,60 6,76 045 2,381 3,00 6,76
1,68 2,9 1L15 17,15 1,68 2,9
SUPERFICIE DE 8,12 18,32 7,46 7,74 8.12 18.32
REABSORCAO 32.20 1927 24,40 13.75 32,20 19.27
21,73 17,97 7,79 6,41 21,73 17,97
(ES/BS) 7,18 6,18 12,69 22,86 7.1% 6,18
3,25 11,53 3.25 11,53
(%) 571 5.50
0.45 281
11,15 17,15
7.46 T
24,40 13.75
7.79 6.41
12,69 2,86
vio Padrio |
Erro Padrio da Média |
Minimo
Méximo
Mimero
Wilcoxon,
Parcado '
Nio Paramétrico; : :
Unicaudal p= 032 W= 8 | p= 034 W= % | p= 024 W= 26
R
Mann-Whitney, R :
Nio-parcado; '
Nao Paraméirico p=_ 031 MW =23
Unicaudal : —7
E h I
p= 048 MW =27
(o) Superficie de Reabsorgio (ES/BS)

12,00 e B C/PVDF - sleX. O sIPVDF - siex,|
= LR S c/PVDF - clex. m s/PVDF - clex.
_ ciPVDF totai ® siPVDF total

11,00 ¢

10,00 +

9,00 |

8,00 I

Média

Figura 19.11 — Grafico dos valores médios para superficie de reabsor¢iio. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (&/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.12 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de drea trabecular,

Sem exercicio
Sem PVDF

| Com exercicio | TOTAL

1,92 1,31 2,35 1,43 1,92 131
2,77 2,48 1,27 1,00 2,77 2,48
5,38 2,48 2,76 2,73 5,38 2,48
AREA 3,34 2,93 2,80 1,75 3,34 2,93
TRABECULAR 6,03 6,95 3,08 428 6,03 6,95
5,21 3,36 3,13 3,19 5,21 3,36
(Th.PL.Ar) 2,79 0,99 1,29 1,10 2,79 0,99
1,16 1,22 1,16 1,22
{mm’) 2,35 1.43
1,27 1,00
2,76 273
2,80 1,75
3.08 428
3,13 3.19
12 1,10
Desvio Padrio 1,77 1,92 0,80 1,23 1,49
Frro Padrio da Média 0,63 0,68 0,30 0,46 0,38
Minimo 1,16 0,99 1,27 1,00 1,16
Miximo 6,03 6,95 313 4,28 6,03
Nimero 8 8 T | 15
Wilcoxeon,
Niio Paramétrico; i i
Unicaudal [ p= 005 = 24 | p= 023 W= 10 | p= 003 68
Mann-Whitney, o :
Nio-parcado;
Nao Paramétrico p= 017 MW =19
Unicaudal : *
: h 1 :
p= 043 MW =26
(mm?) Area Trabecular (Th.Pf.Ar)
| @c/PVDF -slex. O sIPVDF-slex. |
mc/PVDF - clex. ®s/PVDF -clex. |
| B c/PVDF total | s/PVDF total
3'0 i . : -
20

Figura 19.12 — Grifico dos valores médios para drea trabecular. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados
com PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabeia 19.13 — Pianilha contendo valores mensurados e estatisticos de espessura trabecular.

' Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF

45,38 38,54 37,62 56,16 4538
¥3,83 66,87 70,30 66,21 83,83
104,41 67,00 77,36 81,76 104,41
ESPESSURA 92,38 104,23 80,25 66,66 92 38
TRABECULAR 128,40 128,01 108,02 108,87 128,40
133,25 81,34 107,16 93,23 133,25
(Th.Th) 75,34 56,65 80,69 64,88 75,34
67.45 50,63 67,45
(m) 57.62
70,30
77,36
80,25
108,02
107.16
80,69
Desvio Padidio
Frro Padrio da Média
Minimo
Maximo
Mimero
Wilcoxon,
Pareado
Nio Paramétrico;
Unicaudal
Maunn-Whitney,
Niao-parcado;
Niao Paramétrico
Unicaudal
{(um) Espessura Trabecular (Th.Th)
100,0

@ c/PVDF - slex. O sIPVDF - slex.
e : ; : |Bc/PVDF - clex. @ s/PVDF - clex.
90,0 +— e mc/PVDFtotal m s/PVDFtotal

Média

Figura 19,13 — Grafico dos valores médios para espessura trabecular. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PYDF).



Apéndice IT 108

Tabeia 19.14 — Planiiha contendo valores mensurados e estatisticos de niimero trabecular.

Sem exercicio Com exercicie TOTAL
Sem PVDF
5,72 3,94 5,42 4,90 5,712 3,94
4,94 6,73 2,71 1,97 4,94 6,73
5,90 3,85 5.8 4,92 5,90 3.85
NUMERO 5,66 4,04 4,40 3,80 5,66 4,04
TRABECULAR 572 5.55 5,22 6,57 b A 4 5.55
4,70 6,70 471 5,54 4,70 6,70
(Th.N/mm) 6,13 331 3,00 3,26 6,13 3,31
3.28 2,61 3.28 2,61
5,42
2,71
5,28
4,40
5:22
4,71
3.00
Tesvio Padrio 093 1.35 1,12 1,53 1,09 1,49
Erro Padriio da Média 0,33 0,55 0,42 0,58 0,28 0,38
Minimo
Miaximo
Nuimero
Wilcoxon,
Pareado
Niio Paramétrico;
Unicaudal
Mann-Whitney,
Nio-pareado;
Nio Paramétrico
Unicaudai
(Tb.N/mm) Nimero Trabecular {Thb.N)
6.00 -
|@ c/PVDF - slex. O s/IPVDF - sie
B ciPVDF - ciex. @ siPVDF - ciex.
c/PVDFtotal m s/PVDF total
5,00 i — brdstam|
4,00 +

3,00

2,00 =4

Figura 19.14 — Grifico dos valores médios para nimero trabecular. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (vPVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.15 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de separaciio trabecular.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF

129,45 215,56 127,04 148,03 129,45 215,56
118,61 81,81 298,74 442,57 118,61 81,81
64,96 192,81 112,01 121,70 64,96 192,81
SEPARACAO 84,30 143,02 167,39 196.27 84,30 143,02
TRABECULAR 46,43 5231 8361 4330 46,43 5231
79,69 67,86 105,36 87.30 79,69 67,86
(Th.Sp) 87,69 245,16 25231 24217 87.69 245,16
237.14 333,03 237,14 33303
(um) 127,04 148,03
298,74 442,57
112,01 121,70
167,39 196.27

"Desvio Padifio

Frro Padrio da Média 28:72
Minimo
Miaximo
Nimero
Wilcaxon,
Pareado :
Nao Paramétrico; :
Unicaudal p= 004 W= 26 | p= 034 W= £ | p= 004 W= =62
Mann-Whitney, | :
Nio-parcado; :
Nio Paraméirico p— 0.06 MW —14
Unicaudal : *
Z h ]
p= 048 MW =27
{m) Separagio Trabecular (Tb.Sp)
200,0 R—
; B c/PVDF - slex. Os/PVDF-slex.]
m c/PVDF -clex. m s/IPVDF -clex.|

180,0 c/PVDFtotal ms/PVDFtotal | |

160,0

140,0 +

120,0

100,0

Média

Figura 19.15 — Gréfico dos valores médios para separagiio trabecular. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (c/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (vPVDF-c/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total — todos os dados com
PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF).
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Tabela 19.16 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de drea de fibrose.

Sem exercicio Com exercicio TOTAL
Sem PVDF
0,51 3.17 1,31 2,03 0,51 3.17
1,62 1,33 2,61 3.16 1,62 1,33
0,26 1,12 1,23 1,23 0,26 1,12
AREA DE 0,66 1,20 1,75 1,99 0,66 1,29
FIBROSE 1,38 1,17 1,66 0,63 1,38 117
1,28 0,82 0,91 1,22 1,28 0,82
(Fb.Ar) 0,74 2,60 1.39 279 0,74 2,60
2,57 2,79 257 2,79
(mm’) 131 2,03
2,61 3,16
1.23 1,23
1,75 1,99
1,66 0.63
091 1,22
139 279
Desvio Padriio E 5 ;
Frro Padriio da Média 0.26 032 0,21 034 0,17 0.23
Minimo 0,26 0,82 0,91 0,63 0,26 0,63
Méximo 2,57 3,17 2,61 3.16 2,61 3.17
Nimero 8 8 T 7 15 15
Wilcoxon,
Parcado : :
Nio Paramétrico; ; i
Unicaudal p= 010 W= 20 ! p= 015 W= -4 ! p= 003 W= =66
vt
Marn-Whitney, i L :
Nio-parcado;
Nao Paramétrico p=_ 0,08 MW =15
Unicaudal | ST
: h i :
p= 043 MW =26
(mm?) Area de Fibrose (Fb.Ar)
|@ e/PVDF - slex. O sIPVDF - slex.|
2,0 - "

1.8
16
1,4
1,2 |

i

Média

Figura 19.16 — Grifico dos valores médios para drea de fibrose. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-c/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados
com PVDF); (s/PVDF total. —todos os dados sem PVDF),
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Tabela 19.17 — Planilha contendo valores mensurados e estatisticos de volume de fibrose.

| Sem exercicio i Com exercicio TOTAL
Sem PYDF

9,00 39.84 25,59 39,72 9,00 39,84
28,65 26,08 41,70 46,25 28,65 26,08
3.88 16,50 19,75 19,74 3,8% 16,50
VOLUME DE 12,83 19,00 23,78 31,76 12,83 19,00
FIBROSE 20,30 17,19 32,60 12,29 20,30 17,19
18,76 16,15 17,91 23,86 18,76 16,15
Fb.VITV) 14,50 51,01 27,24 54,71 14,50 51,01
50,40 3278 50,40 32,78
(%) 25,59 39.72
41,70 46,25
19,75 19.74
23,78 31,76
32.060 1229
17.91 23.86
27,24 54,71
Desvio Padrio 14,45 12,89 8,12 15,17 g 13,75
Frro Padrio da Média 5,11 4,56 3,07 573 : 3,55
Minimo 3.88 16,15 1791 12,29 12,29
Miximo 50,40 51,01 41,70 54,71 54,71
Nimero 8 8 1 7 15
Wilcoxon,
Parcado i '
Niio Paramétrico; ; ;
Unicaudal p= 023 W= -12 { p= 015 W= -14 | p= 007 W= -54
Marn-Whitiney, | o :
Nio-parcado; :
Nao Paramétrico p= 008 MW =15
Unicaudal ; —
‘ p= 027 MW l =i
(%) Volume de Fibrose (Fb.V/TV)
35,00

c/PVDF - slex. O s/PVDF - sle
c/PVDF total = s/PVDF total

30,00

25,00

15,00
Média

Figura 19.17 — Grifico dos valores médios para volume de fibrose. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF, sem
exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF, com
exercicio); (s/PVDF-c¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. - todos os dados
com PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF),
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Tabela 19.18 — Planiiha contendo valores mensurados e estatisticos de perimetro de remodelamento.

' Sem exercicio Com exercicio TOTAL
m Sem PVDF
30,56 17,00 17,31 18,52 30,56 17,00
21,21 33,15 12,72 .15 21,21 33,15
36,44 23,59 26,63 25,59 36,44 23,59
PERIMETRO DE 19,63 27,33 18,40 18,05 19,63 27.33
REMODELAMENTO 31,10 34,91 21,24 23,69 31,10 3491
30,92 3227 30,35 28,78 30,92 32,27
(Rm.Pm)) 38,97 22,05 15,53 9,29 38,97 22,05
13,94 30,70 13,94 30.70
(mm) 17,31 18,52
12,72 8,15
26,63 25,59
18,40 18,05
21,24 23.69
30,35 28,78
15,53 9,29
Desvio Padrio
Frro Padriio da Média 3 .22 i
Minimo 13,94 17,00 1272 8,15 12,72
Miximo 38,97 34,91 30,35 28,78 38,97
Numero 8 8 T 7 15
Wilcoxon,
Parecado ' '
Nio Paramétrico; : :
Unicaudal p= 047 = 2 op= 0,19 = 12 | p= 040 = 10
=rm—
Mann-Whitney, o :
Nao-parcado;
Nio Paramétrico p= 004 MW =12
Unicaudal

(mm)

30,0
25,0 |
20,0
15,0

10,0

Perimetro de Remodelamento (Rm.Pm)

B c/PVDF - slex. O s/IPVDF - slex.
B c/PVDF - clex. m s/IPVDF - clex.
c/PVDFtotal W s/PVDFtotal

Média

Figura 19.18 — Grifico dos valores médios para perimetro de remodelamento. (¢/PVDF-s/ex. — com PVDF,
sem exercicio); (s/PVDF-s/ex. — sem PVDF, sem exercicio); (¢/PVDF-¢/ex. — com PVDF,
com exercicio); (s/PVDF-¢/ex. — sem PVDF, com exercicio); (¢/PVDF-total. — todos os dados
com PVDF); (s/PVDF total. — todos os dados sem PVDF),





