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“Science can never solve one problem without raising ten more problems.”

“A ciéncia nunca pode resolver um problema sem criar pelo menos outros dez.” (tradugao
livre).

George Bernard Shaw*

* Shaw and Einstein Speeches. The New York Times, 29 out. 1930.



Marola LHG. Avaliacédo do uso de folha de Polidioxanona para reconstrucdo orbitaria:
estudo em modelo animal [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2024.

RESUMO

O traumatismo orbitario € um trauma frequente na rotina da Cirurgia Buco-Maxilo-
Facial, necessitando de constante aprimoramento técnico e de materiais. A utilizagdo
de implantes absorviveis nesses traumas tem se mostrado benéfica, mas é ainda
pouco difundida no Brasil. A proposta deste trabalho foi avaliar o perfil inflamatério,
mensurar a area do tecido de granulacédo perimplantar e o comportamento do tecido
periorbitario, em coelhos, frente ao uso de uma membrana de polidioxanona (PDO)
nacional (Plenum Guide). O ensaio foi realizado em 17 coelhos, da espécie
Oryctolagus Cunilicus, em que uma das orbitas foi submetida a exposicao cirdrgica da
bolha alveolar e posicionamento da membrana de PDO em formato circular com 8mm
de didmetro e espessura de 1mm; e na 6rbita contralateral, foi posicionada uma folha
de titdnio (FT) (Surgitime Titanium Seal) de 8mm de diametro e 0.04mm espessura,
servindo ao propdsito de controle positivo. As Orbitas foram avaliadas para
identificacdo do perfil inflamatério (neutréfilos, plasmacitos, linfécitos e vasos
sanguineos) e mensuracao do tecido de granulagcdo ao redor dos implantes, em 7, 15
e 60 dias. Complicacbes poés-operatérias como proptose clinicamente relevante,
inflamacédo incompativel, edema, sangramento ou abscesso ndo foram observados
em nenhuma das amostras durante as avaliacdes clinicas. A avaliacao histologica nédo
revelou, em nenhum dos grupos, destruicdo Ossea local, formag¢édo de granulomas,
fibrose, necrose tecidual ou sinais de neoangiogenese patoldgica com edema ou
exsudacéao. O grupo PDO apresentou maior quantidade de plasmaécitos no periodo de
7 dias em comparagdo com o grupo FT (p= 0.012). No periodo de 15 dias, o grupo
PDO apresentou maior quantidade de linfocitos (p= <.001), neutréfilos (p= <.001) e
plasmacitos (p= <0.004) em comparacao com o grupo FT. A andlise da area do tecido
de granulacao revelou maior média ao redor do PDO nos periodos de 7 e 15 dias (p=
0.009 e p= <.001). A avaliagdo da PDO néao sofreu alteragdes significativas entre os
periodos, ja o grupo FT revelou diminuicao significante entre o periodo de 7 e 15 dias
(p=0.041) e sem alteragdes entre 15 e 60 dias. Aos 60 dias, nenhum remanescente
da membrana de PDO foi observado em nenhuma das amostras e o tecido local ndo
apresentou sinais de fibrose ou deterioracao local. Considerando as limitacdes deste
estudo, concluimos que a membrana de PDO causou um processo inflamatorio maior
que a FT, entretanto, essa inflamacédo ndo se estendeu aos tecidos periorbitais
adjacentes e nado levou a alteragbes clinicas relevantes durante o periodo de
acompanhamento pés-operatorio.

Palavras — chave: Traumatismos oculares. Fraturas Orbitarias. Polidioxanona.
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ABSTRACT

Orbital trauma is a frequent trauma in the routine of Oral and Maxillofacial Surgery,
requiring constant technical and material improvement. The use of absorbable
implants in these traumas has been shown to be beneficial, but it is still not widespread
in Brazil. This study aimed to evaluate the inflammatory profile, measure the peri-
implant granulation tissue area, and the periorbital tissue's behavior in rabbits using a
national polydioxanone membrane (PDO) (Plenum Guide). The assay was conducted
in 17 rabbits, of the species Oryctolagus Cunilicus, in which one of the orbits was
submitted to surgical exposure of the alveolar bulla and positioning of the PDO
membrane in a circular shape with 8mm diameter and thickness of 1mm. In the
contralateral orbit, a titanium sheet (FT) was positioned (Surgitime Titanium Seal) of
8mm diameter and 0.04mm thickness, serving the purpose of positive control. The
orbits were evaluated to identify the inflammatory profile (neutrophils, plasma cells,
lymphocytes, and blood vessels) and to measure the granulation tissue around the
implants, at 7, 15, and 60 days. Postoperative complications such as clinically relevant
proptosis, mismatched inflammation, edema, bleeding, or abscess were not observed
in any samples during clinical evaluations. Histological evaluation did not reveal, in any
of the groups, local bone destruction, granuloma formation, fibrosis, tissue necrosis, or
signs of pathological neoangiogenesis with edema or exudation. The PDO group had
a higher number of plasma cells in the 7 days compared to the FT group (p= 0.012).
In the 15 days, the PDO group had a higher number of lymphocytes (p= <,001),
neutrophils (p= <,001), and plasma cells (p= <0.004) compared to the FT group. The
analysis of the granulation tissue area revealed a higher mean around the PDO in the
periods of 7 and 15 days (p=0.009 and p=<.001). The PDO assessment did not suffer
significant changes between the periods, whereas the FT group showed a significant
decrease between the period of 7 and 15 days (p= 0.041) and no changes between 15
and 60 days. At 60 days, no remnants of the PDO membrane were observed in any of
the samples and the local tissue showed no signs of fibrosis or local deterioration.
Considering the limitations of this study, we conclude that the PDO membrane caused
a greater inflammatory process than TF, however, this inflammation did not extend to
adjacent periorbital tissues and did not lead to relevant clinical changes during the
postoperative follow-up period.

Keywords: Eye Injuries. Orbital Fractures. Polydioxanone.
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1 INTRODUCAO

As fraturas faciais sdo um problema de saulde publica. Este tipo de trauma é
debilitante e potencialmente perigoso, além de ser numeroso e oneroso ao sistema
de saude. Os custos do tratamento da vitima de trauma facial incluem diarias
hospitalares, medicamentos, disponibilizacdo de recursos humanos, sala de centro
cirdrgico, tratamentos de reabilitacdo e em alguns casos, o valor dos materiais de
ortese e prétese supera os anteriores?!?.

Dentre as fraturas faciais, € necessario atencéo especial ao trauma orbitario. A
respeito de sua epidemiologia, a maior parte da literatura nacional publicada é
heterogénea e ndo permite uma sintese de dados. Em um levantamento parcial da
literatura®—+?, com a distribuicdo geografica vista na Figura 1, encontramos um total de
23.212 pacientes, o acometimento foi majoritariamente no sexo masculino (74.14%),
e as fraturas orbitarias isoladas, quando relatadas, foram encontradas desde baixos

indices (<5%)*5810.17.22,27.38 até quantidades relevantes, como 14°% e 17%%2.

Figura 1 — Localizacéo das publicagBes encontradas sobre etiologia e epidemiologia do trauma
facial

Legenda

O 05 artigos
e 02 artigos

* 01 artigo \ _ by

a%

Dados do mapa ©2024 Google, INEGI _ Brasil 500kmL

Fonte: Mapa base retirado de https://google.com/maps. Edicdes de elaboracdo prépria.
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Como visto, as fraturas orbitarias sédo frequentes, podem causar alteracfes
visuais, importantes deformidades faciais e o tratamento ainda ndo possui um
consenso na literatura*3-46. As principais discussdes estdo em torno do tamanho
minimo do defeito para causar uma repercusséo clinica que indique a cirurgia®’48,
qgual o melhor momento operatério*®-°2 e qual material utilizar4344:46.54-64,

Atualmente, as malhas de titanio sdo os implantes mais utilizados para este fim,
e apresentam excelentes resultados. Entretanto, visto sua permanéncia por toda vida
do paciente, € essencial que o cirurgido disponha de opg¢bes absorviveis que possam
ser utilizadas em pacientes pediatricos®>, em praticantes de esporte de contato, e
guando o suporte estrutural da 6rbita ndo foi comprometido, como em fraturas tipo
Jaquiéry®’ 1.

Uma pesquisa feita com PDO no passado n&o obteve bons resultados® e isso
gerou muitas discussbes sobre a indicacdo deste implante em reconstrucdes
orbitarias. O material seguiu sendo pesquisado, algumas propriedades foram mais
bem compreendidas®®7?, as indicagcdes mais delimitadas e os resultados obtidos foram
melhores e mais estaveis**46:59.60, porém, levando em consideracgéo os resultados de
Kontio et al. 2001%8 entendemos ser necessario uma melhor avaliagdo do
comportamento histolégico deste material quando em contato com a periorbita e
tecidos oculares, que até o momento, ndo estdo bem esclarecidos na literatura.

Portanto, o objetivo deste ensaio em modelo animal, foi compreender melhor o
processo de reparo da periérbita em contato com uma membrana de PDO,
desenvolvida por empresa nacional, nas reconstrucdes orbitarias, e assim fornecer
mais dados que possam contribuir para a criacdo de novos protocolos/produtos para

a utilizacdo deste material.

1.1 Classificacdo das Fraturas Orbitarias

Como forma de padronizar o local e extensao das fraturas de orbita, Jaquiéry
et al.%” (2007) publicaram uma classificacdo apés andlise retrospectiva de 83 fraturas
orbitarias. A classificagéo divide a érbita em trés areas de profundidade (Figura — 2A),
sendo a area 1 mais proxima ao rebordo periorbitario; a area 2 representa a regiao
intermediaria e a area 3 mais proxima ao apice orbitario. Também dispde de cinco

categorias, sendo a Categoria | (Figura — 2B): defeitos isolados do assoalho ou parede
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medial, 1-2cm2, na area 1 e/ou 2; Categoria Il (Figura — 2C): defeitos do assoalho e/ou
parede medial, >2cm?, na area 1 e/ou 2, com a preservacao da borda 6ssea medial
da fissura orbitaria inferior; Categoria Ill (Figura — 2D): defeitos do assoalho e/ou
parede medial, >2cm?, na area 1 e/ou 2, com a destrui¢cdo da borda 6ssea medial da
fissura orbitaria inferior; Categoria IV (Figura — 2E): defeitos de todo assoalho orbitario
e parede medial com extensédo a area 3 e borda 6ssea medial da fissura orbitaria
inferior ausente; Categoria V (Figura — 2F): 0 mesmo que a categoria IV com extensao
ao teto orbitario.

Figura 2 — Classificacdo de Jaquiéry para fraturas orbitarias

Fonte: Imagens retiradas do trabalho de Jaquiéry et al.’” (2007).

1.2 Biomateriais

As qualidades que um material ideal deve apresentar para reconstrucdes
orbitarias, sdo: biocompatibilidade; permitir uma facil modelagem para adaptacdo ao
assoalho orbitario; ser radiopaco; permanecer estavel; ndo gerar um sitio doador; ser
quimicamente inerte; ndo alergénico; ndo carcinogénico; estar amplamente
disponivel; ndo transmitir doencas cruzadas; permitir fixacdo passiva na posi¢ao
desejada; ser absorvivel; resistente a infeccao; ndo dispor de bordas cortantes;
apresentar uma superficie lisa; apresentar boa incorporacao; apresentar facil remocao
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se for necessario; permitir a drenagem dos fluidos orbitarios e por fim, ser
osteoindutor/osteocondutor#3:44:54.57.61,71,72,

Sobre os biomateriais que temos atualmente para reconstru¢des orbitarias,
podemos dividi-los em cinco grandes grupos: materiais bioldgicos (enxertos
autdgenos — 0sso, cartilagem e fascia temporal —, heterégenos — fascia irradiada,
dura-mater e cartilagem liofilizada — ou xendégenos — membrana de colageno -);
ceramicas biolégicas (vidro bioativado e hidroxiapatita porosa); metais (titanio e ligas
de cobalto); polimeros (silicone, nylon, politetrafluoroetileno, carboximetilcelulose,
polietileno poroso, acido polilactico, acido poliglicoico, polidioxanona e poligalactina)
e 0S compaositos que sao resultados da fusédo de alguns materiais com a finalidade de
anular os pontos indesejaveis ou somar caracteristicas positivas*3°4,

Dentre as opcgbes de implantes, em uma recente overview de revisdoes
sistematicas publicada pela nossa equipe’®, ndo encontramos evidéncias de
moderada ou alta qualidade sobre a superioridade de um biomaterial absorvivel em
relacdo aos demais nas reconstrucdes orbitarias. Das 14 revisGes sistematicas
analisadas, sete apresentaram alto risco de viés pela ferramenta ROBIS, e todas
foram classificadas com baixa qualidade pela ferramenta AMSTAR 2. Observamos
que, apesar de baixa qualidade de evidéncia, mas com forte recomendacdo de
adesao, fraturas orbitarias extensas ou que envolvam pilares ésseos requerem maior
suporte estrutural para sua reconstrucao, idealmente com implantes nao absorviveis,
rigidos e com possibilidade de modelagem com acuracia. Apesar de ndo preencher
critérios de evidéncia, os enxertos com 0sso mandibular autégeno e reconstrucoes
com implantes de silicone mostraram maiores indices de complicacées e seu uso
clinico deveria aguardar novos ensaios controlados para melhorar a qualidade dos
dados. O quadro adaptado do sistema GRADE, usado no trabalho citado, esta

disponivel no Quadro 1.



Quadro 1 — Quadro adaptado do sistema GRADE para evidéncias

Enophthalmos

Gunarajah and
Samman 2013 [16],
Dubois et al. 2015
[17], Ramesh er al.

2018 [19]. Bourry er
al. 2020 [22]

Combined orbital fractures or
those involving bony pillar
fractures benefit from more
rigid, non-absorbable, and

accurate orbital implants.

Outcomes SRs Evidence found Quality of evidence

Strength of rec dation

OO0
LOW
Reasons: Heterogeneities, bias
in primary studies and SR, low-
quality review and primary
studies, and overlap of primary
studies.

STRONG RECOMMENDATION
Understanding the need for 1 support in more
extensive fractures has become an axiom in reconstructive
surgeries. Despite the low quality of evidence in SRs, based
on the knowledge available thus far, we understand this
approach is safer for the patient. Furthermore, these
implants are widely available in trauma centers.

Murray-Douglass er
al. 2022 [26]

3D printed implants, contour

models, and surgical planning
are effective in reducing

postoperative enophthal

OO0
VERY LOW
Reasons: Heterogeneities, low-
quality, and bias in primary
studies, low-quality review, and

the finpossibility of isolatii
the benefit from other
confounding variables.

STRONG RECOMMENDATION
3D printers have become increasingly accessible and cost-
effective. As this laboratory step MAY improve
postoperative outcomes, we see no reason not to

recommend its use.

Diplopia

Wan er al. 2015 [18]

Mirror image overlay,
intraoperative navigation, and
individualized preformed
CAD/CAM implant may
improve diplopia.

SISISIS)

VERY LOW
Reasons: small sample, studies
heterogeneities, and low-
quality review.

WEAK RECOMMENDATION
Although we acknowledge the apparent benefits of these
technologies, especially when we consider evidence from
related fields, intraoperative navigation, and CAD/CAM
still entail the high acquisition and routine use costs. At
present, we do not find evidence to support the acquisition
of these technologies for use in orbital reconstructions.
However, if available in the institution, as it represents a
stage that MAY improve postoperative outcomes, there is
no reason to not use it.

Murray-Douglass er
al. 2022 [26]

Contour model, mould, and
surgical planning effectively
reduce postoperative
diplopia.

SO0
VERY LOW
Reasons: Heterogeneities, bias

in primary studies, low-quality

STRONG RECOMMENDATION
3D printers have become increasingly accessible and cost-
effective. As this laboratory step MAY improve

review, and the imp y of
isolating the benefit from other

confounding variables.

postoy ve ¢ we see no reason to not

recommend its use.

Orbital volume

Mabher er al. 2021
[23p
Singh er al. 2023
[27]°

Manual molding of PSI on
3D-printed models is
effective in maintaining
postoperative orbital volume
close to the contralateral
orbit.

SO00
LOW
Reasons: unclear quality and
bias in primary studies ?,
critially low-quality review ab.
high risk of bias review *,
overlap of primary studies.

STRONG RECOMMENDATION
We understand that establishing the orbital volume of the
untraumatized orbit in the traumatized one is a surgical
goal. Moreover, the access and cost of 3D printers have
become increasingly available as they involve a laboratory
step that MAY improve postoperative outcomes; we see no
reason to not recommend its use.

Infection

Avashia et al. 2012
[15]

Reconstructions performed
with autogenous mandibular
grafts showed a 9% infection

rate.

0000
DID NOT MEET
EVIDENCE CRITERIA.
We do not consider it as
evidence, merely as a warning.

NO RECOMMENDATIONS
This systematic review revealed a series of weaknesses and,
did not provide sufficient evidence to make any
recommendations. It should serve only as a cautionary note.

ROM or OSTE

[

[

2

Miscellaneous
complications

Su et al. 2016 [32]

Series of epithelial cysts
following orbital
reconstruction with silicone
implants.

0000
DID NOT MEET
EVIDENCE CRITERIA.
We do not consider it as
evidence, merely as a warning.

NO RECOMMENDATIONS
This systematic review has revealed a series of clinical case
reports detailing predominantly silicone-based orbital
reconstructions. However, it did not provide sufficient
evidence to make any recommendations on this matter; it
should serve only as a cautionary note.

@: No reliable evidence found.
@O: Grades of evidence.
High quality: There is strong confidence that the evidence found is close to the truth.
Moderate quality: There is moderate confidence in the evidence found, with low uncertainty in the findings.
Low quality: There is low confidence in the evidence, with uncertainty in the findings.
Very low quality: Confidence in the evidence is very limited, with a significant degree of uncertainty in the findings.

Fonte: Imagem retirada do trabalho de Marola et al.”® (2024).

Apesar da resposta do hospedeiro ser menor frente ao uso de qualquer tecido
autégeno, somado a possibilidade de osteoinducdo?3%87475 sempre que possivel
deve ser evitado um sitio doador, que proporcionard aumento no porte e duragdo da
cirurgia, da morbidade operatéria e dos riscos cirlrgicos inerentes ao sitio adicional®®.
A maioria dos implantes utilizados em reconstrucdes orbitarias ainda apresentam

pouca evidéncia sobre propriedades osteocondutoras, como também é o caso da

malha de titanio’®.
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Ha uma tendéncia em recomendar implantes sintéticos para estas
reconstrucdes®>’’, dentre eles, a malha de titnio e os materiais absorviveis estdo

entre os mais apontados na literatura internacional#35464.78,

1.2.1 Malhas de titanio

Ainda que as malhas de titanio sejam os implantes mais utilizados para
reconstrucdes orbitdrias e mostrem excelentes indices de sucesso, também
apresentam pontos de preocupacdo. O maior deles € o fato de apresentar uma
resisténcia consideravelmente maior — na versdo 0.25mm com 5.36 + 0.25 N/mmz e
na versdo 0.5mm com 16.08 + 5,17 — que o0 0sso do assoalho orbitario — 0.8 + 0.49
N/mm?2 9, principalmente pela incerteza no comportamento desta malha frente um
novo traumatismo no globo. Um relato de caso’® mostrou extensa deformacéo da tela
de titAnio ap6s novo trauma facial (Figura 4), e uma analise de elementos finitos
demonstrou haver uma tendéncia de deslocamento da porcéo disto-medial tela em
direcdo ao cone orbitario®. Por fim, nos casos da necessidade de reoperacéo,
normalmente existe uma firme adeséo de tecido cicatricial ao material, o que dificulta

sua remogéo e gera trauma adicional ao paciente®*.

Figura 4 — Caso clinico descrito por Foletti & Scolozzi’® (2017)

A. Tomografia pos-operatéria da primeira intervengdo em 2015. B. Tomografia de admisséo

do mesmo paciente apds novo trauma (agresséo fisica) em 2017.

Fonte: Imagem retirada do trabalho de Foletti & Scolozzi’® (2017).
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1.2.2 Polidioxanona (PDO)

Como uma opgéo absorvivel, a PDO é um polimero de poliéster alifatico
semicristalino totalmente absorvido por hidrélise em até 1 ano, mas com decréscimo
de 50% de sua sustentacdo apos a 32 semana*>4464, Em sua versdo de 0.15mm
apresentou forca ténsil inicial de 2.57 £ 0.32 N/mmz2. Como parametro, o conteudo
orbitario pesa aproximadamente 30g, exercendo uma forca de 0.0005N/mm2 no
assoalho orbitario®. Além de ter seu uso estudado em reconstrucdes orbitarias*446.58-
61,63,68,71,81-83 3 PDO ¢é utilizada em suturas reabsorviveis®, em fios para estética
facial®®, em reconstrucdes alveolares®’-8°, reparos de base de cranio em cirurgias
endoscoépicas®, e cirurgias da cavidade nasal, como septoplastia e rinoplastia®?.

A literatura diverge sobre o uso de PDO para reconstru¢des orbitarias. Os
trabalhos tém sugerido que por ser um material com rapido decréscimo de forca ténsil,
deveriam ser utilizados apenas em defeitos Jaquiéry 146:60-62.71 gutros sugerem que
podem ser utilizados em defeitos Jaquiéry I1/11143-45:59.64.78 @ alguns artigos demonstram
que o material tem mais desvantagens que beneficios nas reconstrucdes
orbitarias®?68.7492 afirmacdo que segundo Marola et al.”® (2024), falhou em apresentar
substrato metodolégico de qualidade com controle de viés, ou evidéncias consistentes
que a embasem?3,

Os resultados desfavoraveis pelo uso da PDO em reconstru¢des orbitarias
relatam auséncia de osteoconducdo, reacdo de corpo estranho, material
excessivamente flexivel, rapida reabsorcdo e que o material ndo corrige
anatomicamente o defeito®°687492 Algumas dessas caracteristicas séo inerentes as
propriedades do material e ressaltam a importancia de uma indicagdo mais assertiva.

Os resultados negativos mais relevantes relacionados a PDO foram os
reportados por Kontio et al.?® (2001) antes de um conhecimento mais aprofundado das
propriedades fisico-quimicas desse biomaterial e das melhores indica¢des do uso de
PDO em reconstrugcbes orbitarias. O trabalho em questdo recrutou 16 pacientes
consecutivos (11 homens e 5 mulheres) com fraturas orbitarias, excluindo apenas
agueles com comorbidades sistémicas ou fraturas "grosseiramente deslocadas". Os
critérios de inclusdo foram restricdo de mobilidade do olho, diplopia, e enoftalmo ou
hipoftalmo. Os autores utilizaram acessos transconjuntivais ou subciliares e, apés
reposicionar o conteudo orbitario, uma placa redonda (28 mm x 1 mm) ou uma folha

(40 mm x 30 mm x 0.25 mm) de PDS Ethicon® foi posicionada para cobrir o defeito.
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Nove fraturas foram reconstruidas com placas, seis com folhas, e um caso foi
reconstruido com ambos os modelos de implante. A fixacdo do implante foi realizada,
na maioria dos casos, com sutura de PDO no rebordo infraorbitario.

Os pacientes foram avaliados quanto a mobilidade do globo ocular, diplopia,
enoftalmo e hipoftalmo nos pos-operatoérios de 1, 2, 4, 8, 12 e 36 semanas. Avaliacdes
por tomografia e ressonancia magnética foram realizadas no pré e pds-operatério de
2 e 36 semanas. Dos 16 pacientes, seis apresentavam fratura de zigoma associada.
Dos nove pacientes com diplopia pré-operatoria, quatro permaneceram com diplopia
em supraversdo ao final das 36 semanas. Dois pacientes tinham enoftalmo pré-
operatorio, e cinco terminaram com 2 mm e um com 4 mm de enoftalmo até o final do
estudo. Cinco pacientes apresentaram hipoftalmo pré-operatorio e sete finalizaram as
36 semanas com 2 mm de hipoftalmo. Trés pacientes terminaram com ambos 0s
sinais (enoftalmo e hipoftalmo). Apenas um dos quatro pacientes com diplopia teve
enoftalmo de 2 mm. Segundo os autores, ndo houve formacdo Ossea no
acompanhamento tomogréafico. A ressonancia magnética pés-operatéria de 36
semanas mostrou 13 casos de protusdo gordurosa, seis casos de irritagdo da
membrana do seio maxilar, trés casos de gas ao redor do implante e fibrose maior que
6 mm em sete casos®.

O trabalho de Kontio et al.®® (2001) foi de grande importancia para a PDO, pois
muitas das limitagdes do biomaterial foram identificadas e embasaram estudos
subsequentes. Baumann et al.>° (2002) sugeriram evitar o uso de PDO na presenca
de periorbitas amplamente laceradas com exposi¢ao da gordura intraconal, devido ao
risco de inflamacéo e adesdes nesse importante corpo adiposo que favorece o pleno
funcionamento das polias orbitarias. Posteriormente, diversos estudos indicaram que
a reconstrucéao orbitaria com PDO é recomendada para defeitos pequenos, menores
que 2 cm?2 ou classificados como Jaquiéry I/Il com bons resultados clinicos*#59.69,

inclusive com um trabalho tendo acompanhado o material por 12 anos“®.

1.3 Lacuna de Literatura

Apoés o trabalho de Kontio et al.®® (2001), outros trabalhos foram publicados
com indicagcdes mais precisas e, consequentemente, melhores resultados. No
entanto, a questdo relacionada a inflamacdo permanece como uma lacuna

significativa na literatura.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar, em um modelo animal, 0 comportamento
dos tecidos periorbitarios em contato com membranas de PDO desenvolvidas por uma
empresa nacional, visando contribuir para a compreensao da resposta inflamatoéria na

periorbita apds a implantacdo desse material.

A pergunta PICOT de pesquisa foi: Em coelhos submetidos a implantagéo de
membrana de PDO e folha de titAnio na Orbita, como se comparam os efeitos
histol6gicos, medidos pela contagem de células inflamatérias e area de tecido de

granulacao, aos 7, 15 e 60 dias ap6s a cirurgia?
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3 MATERIAL E METODO

Para responder a pergunta de pesquisa, foi realizado um ensaio experimental
em modelo animal (sob aprovacdo do CEUA UNESP Aracgatuba, n° 0639-2021), em
que cada animal foi seu proprio controle. Ambas as Orbitas foram acessadas
cirurgicamente, uma recebeu uma membrana de PDO (grupo experimental), enquanto
na outra, grupo controle (positivo), recebeu uma folha de titanio (FT). A escolha do
titAnio em formato de folha e ndo de malha se deve a necessidade de remocéao deste

implante para processamento histologico.

Para a etapa cirurgica, foi utilizado o biotério da Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Odontologia, Aracatuba. A pesquisa seguiu as normativas do
CEUA UNESP - Aracatuba, do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal — CONCEA e a diretriz ARRIVE 2.0, que consta como Anexo®*.

3.1 Célculo Amostral

O calculo amostral foi realizado utilizando dados previamente publicados por
Lee e Baek® (2012), com auxilio da ferramenta on-line de livre acesso, do laboratério
de bioestatistica da Universidade de Sao Paulo - Bauru, disponivel em: <Calculo
Amostral - Estatistica (usp.br)>. Foram separados os clusters de andlise para os
diferentes grupos e tempos de eutanasia.

A extenséo do tecido de granulacao foi definida como desfecho primério, e os
resultados quantitativos de média e desvio padrao foram comparados entre 0s grupos
teste (com PDO) e controle (com FT). O erro a foi estabelecido em 5%, o poder de
estudo em 80%. A minima diferenca a ser observada foi definida em 5mmz2 e o desvio
padrdo médio em 1,8. O célculo amostral retornou um valor de 5 amostras por grupo
em cada periodo, totalizando 30 6rbitas (15 coelhos). Considerando a perda média de

20%, 18 animais foram incluidos neste estudo.
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3.2 Selecdo da Amostra

Ap6s apreciacdo e aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia, Aracatuba, foram
selecionados aleatoriamente 18 coelhos machos (36 orbitas) da espécie Oryctolagus
Cunilicus (Nova Zelandia) sem alteracdes genéticas, com peso corporal meédio entre
3 e 4kg e aproximadamente 5 meses. Os coelhos foram mantidos em quarentena por
duas semanas para descartar possiveis doencas e um animal veio a 6bito neste

periodo. A amostra final foi composta de 17 animais, como disposto na Figura 5.

Figura 5 — Distribuicdo da amostra animal por grupos e periodos

17 coelhos
I
34 orbitas
(n=34)

Orbita direita Orbita esquerda
-PDO - -FT-
(n=17) Periodos de (n=17)

eutanasia T
: . %
L 7 dias 7 dias J |
(n=6) (n=06) ;
%
15 dias 15 dias %
(n=6) (n=06)
60 dias 60 dias
(n=95) (n=95)

Fonte: Elaboragéo prépria.

Os animais permaneceram em gaiolas separadas, nutridos com alimentacao
padronizada pelo laboratério, agua disponivel por periodo integral, e um periodo de
luminosidade diaria de aproximadamente 12 horas para evitar desregulacdo no seu
ciclo circadiano, o que poderia causar desconforto ao animal e desregulagédo sérica
hormonal. A amostra foi manipulada sempre pelo mesmo bioterista (para evitar

desconforto animal), com luvas e por apreenséo da pele na regido dorso-cervical®:°’.
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Os animais foram levados aleatoriamente para a sala cirirgica, um de cada
vez. As cirurgias foram realizadas sequencialmente e os animais foram distribuidos
em diferentes periodos de eutanasia por alocacao sistemética de acordo com a ordem
em que foram retirados. Os primeiros seis animais foram alocados para eutanasia aos
7 dias, 0s seis seguintes para eutanasia aos 15 dias e os ultimos cinco para eutanasia
aos 60 dias.

3.3 Procedimento Cirargico

ApoOs jejum solido de oito horas e de agua de 30 minutos, os animais foram
pesados para célculo das dosagens terapéuticas e em seguida sedados por via
intramuscular pela combinacgéo de 50mg/kg de Ketamina (Fracontar — Vibrac do Brasil
Ltda., Sdo Paulo, Sdo Paulo) e 5 mg/kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer
AS — Saude Animal, Sdo Paulo, Sdo Paulo). A sedacéo foi confirmada apdés resultado
negativo em reflexo fotomotor.

Apés sedacdo, o animal foi submetido a tricotomia infraorbital bilateral com
tricotomo elétrico e os olhos foram protegidos com pomada oftalmica a base de
Acetato de Retinol, Aminoéacidos, Metionina e Cloranfenicol (Regencel — Latinofarma,

Cotia, Sao Paulo).

X

Figura 6 — Tarsorrafia com nylon 5-0

A. Perfuracao cuidadosa do tarso para evitar friccdo do nylon com a cérnea. B. Aspecto
final da tarsorrafia.

Fonte: Arauivo nessoal do autor.
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A degermacdo da area foi realizada com digliconato de clorexidina 2% com
tensoativos (Riohex 2% - Industria Farmacéutica Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
Sé&o Paulo)®’. Em seguida, suas palpebras foram ocluidas com tarsorrafia por fio nylon
5-0 (Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Sdo Paulo) (Figura 6).

Anestesia local foi realizada infiltrando aproximadamente 0,9ml (0,3ml/kg) de
cloridrato de mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre — Nova DFL, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro) de forma subcutanea em regido de arco zigomatico
bilateralmente e em profundidade na regido infero-medial da Orbita.

Para a instalacdo dos implantes, utilizamos a regido antero-inferior da érbita
para acesso ao rebordo infraorbitario, evitando ramos terminais da artéria maxilar —

artéria bucal e artéria infraorbitaria, e veia facial profunda.

Figura 7 — Cranio seco mostrando a regido da BAM e a relacdo com os implantes

A. Vista lateral. B. Vista superior mostrando a BAM. C. Vista superior mostrando a relacéo do
implante com a BAM.
Obs.: Em vermelho pontilhado: BAM. Em azul pontilhado: representagéo dos implantes.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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De forma subperiosteal, evitando e protegendo o sistema lacrimal, optamos por
repousar a PDO e FT sobre a bulha alveolar da maxila (BAM) (Figura 7 A-C).

Os acessos cirurgicos foram realizados na regido infraorbital, por meio de
lamina 15 (Lamedid, Barueri, Sdo Paulo) medindo aproximadamente 1,5cm de
comprimento nos planos cutaneo e subcutaneo (Figura 8A ) no aspecto mais anterior
do rebordo infraorbitario.

Figura 8 — Acesso cirdrgico

A. Incisdo nos planos cutdneo e subcutaneo. B. Protecdo do conteudo orbitario e
estabilizagdo do musculo orbicular do olho para sua disseccdo. C. Masculo orbicular
afastado com a exposicdo do periésteo. D. Exposicdo da BAM apdOs descolamento
subperiosteal.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A divulsdo seguiu nos planos orbicular do olho e periésteo (Figura 8B e C). O
descolamento subperiosteal seguiu até encontrar a resisténcia 0ssea vertical da BAM
(Figura 8D).

Uma vez exposta, a BAM recebeu uma membrana de PDO com 1mm de
espessura (Plenum Guide, M3 Health Industria e Comércio de Produtos Médicos,
Odontoldgicos e Correlatos S.A. — Jundiai, Sdo Paulo), recortada de fabrica em
formato circular com 8mm de diametro foi instalada totalmente apoiada em tecido
0sseo (Figura 9A ). A orbita contralateral recebeu uma folha de titdnio de 8mm de
diametro e 0,04mm de espessura (Surgitime Titanio Seal, Bionnovation Produtos
Biomédicos LTDA. — Bauru, S&o Paulo), também previamente recortada de fabrica
(Figura 9B).

Figura 9 — Instalacdo dos implantes

s

A. Membrana de PDO posicionada sobre a BAM; B. FT posicionada na mesma regiao, em
oOrbita contralateral.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Ao final do procedimento foi realizada sutura do musculo orbicular com fio
reabsorvivel de polygalactina 910 4-0 (Vicryl, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos
Campos, Séao Paulo), e a derme suturada de forma continua intradérmica com fio
monofilamentar de nylon 5-0 (Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Sao
Paulo). Todos os animais foram submetidos ao procedimento pelo mesmo cirurgiao,
previamente treinado em animais abatidos para outros experimentos.

Os animais receberam enrofloxacino como antibidtico na dose de 5mg/kg

(Venco Saude Animal, Londrina, Parana) uma vez ao dia por cinco dias e morfina
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2.5mg/kg* para analgesia (Unido Quimica, Sdo Paulo, Sdo Paulo) por dois dias.
Doses adicionais de analgesia ndo foram necessarias uma vez que 0s animais nao
mostraram sinais de dor. Nao foram utilizados anti-inflamatorios a fim néo alterar a
resposta inflamatoria, que € o objetivo do estudo. Nenhuma restricdo alimentar ou de

mobilidade foi imposta aos animais.

3.4 Eutanésia

A eutanasia foi realizada em trés periodos: 7, 15, e 60 dias. O procedimento foi
realizado de forma individual, sem gue 0s outros animais presenciassem, por meio de
sedacéo intramuscular com 50mg/kg de Ketamina (Fracontar — Vibrac do Brasil Ltda.,
Séo Paulo, S&o Paulo) e 5 mg/kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer AS —
Saude Animal, Sdo Paulo, Sdo Paulo). Apds confirmada a sedacao por meio do reflexo
fotomotor negativo, o animal foi submetido a perfusdo de 150mg/kg de Tiopental
(Thiopentax — Cristalia, Itapira, Sdo Paulo) e 10mg/kg de Lidocaina (Anestt — Sintec,
Santana de Parnaiba, Sdo Paulo), ambos por via endovenosa, conforme orientacdes
da CEUA - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia,
Aracatuba. Seu o6bito foi confirmado apds a afericdo de assistolia conferida por uso de
estetoscépio; auséncia de pulsacdo carotidea; mucosas palidas; e perda do reflexo
corneal®.

Apés a eutanasia os animais foram submetidos a decapitacao, desenluvamento
facial com manutencéo das palpebras, e separacdo dos hemicranios com as Orbitas

em sua totalidade.

3.5 Processamento Histoldgico

O material colhido foi identificado e fixado a temperatura ambiente em
formaldeido 4% tamponado por fosfato de sédio 0.1M, pH 7,2 (Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA, Indaiatuba, Sdo Paulo) por 24 horas. Apos fixacdo, foram
lavados em &gua corrente e iniciaram o processo de descalcificacdo em solucdo de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 4% tamponado em fosfato de sddio 0,1M,
pH 7,2. (Neon Comercial, Suzano, Sdo Paulo). Durante este processo foram

necessarias seriadas reducdes de tamanho nas pecas para possibilitar o contato do
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EDTA com as porcdes profundas da oOrbita. Ao se constatar a descalcificacdo, as FT
foram cuidadosamente removidas para possibilitar o processamento no micrétomo
(Figura 10), as membranas de PDO ndo foram removidas por serem passiveis de
corte com a lamina. As pecas seguiram para desidratacdo em concentracoes
crescentes de etanol a partir do 70°GL até o absoluto, e entdo incluidas em parafina.
Os blocos foram cortados em um micrétomo (Micron HM 325, Thermo Scientific, Reino

Unido) gerando laminas de 6um de espessura®.

Figura 10 — Remocéao da FT das pecas antes da inclusdo em parafina

A. A seta mostra a FT posicionada na peca. B: A seta mostra o aspecto apds sua remogao.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e observadas por
um microscépio Optico (Diastar — Leica Reichert Jung Products, Alemanha) em
aumento 2.5 e 100x. As fotografias foram realizadas com uma camera fotografica
digital (Olympus, CAMEDIA C50/60 Wide Zoom, Japao) acoplada ao microscopio, que

gerou imagens no formato TIFF.
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3.6 Andlise Histoldgica

As imagens resultantes das fotografias foram inseridas no programa ImageJ
(Instituto Nacional de Saude, Bethesda, USA). Para uma andlise mais abrangente da
peca, uma lamina foi destinada a histologia e a seguinte descartada, alternando dessa
forma até obter trés laminas para histometria em profundidades distintas do processo
inflamatorio (Figura 11). Nao foi realizado o cegamento, pois a avaliagdo das laminas
histoldgicas permite a visualizacao direta do implante.

Figura 11 — Esquema de utilizagdo das laminas histologicas

Fonte: Elaborag&o prépria com imagens do arquivo pessoal do autor.

3.6.1 Perfil inflamatério

Como variaveis de caracterizacdo do perfil inflamatorio, realizamos a
identificacdo e contagem de células inflamatorias seguindo critérios adaptados de
Bassi et al.}® (2020) para contagem de neutréfilos, plasmdcitos, linfécitos e vasos
sanguineos. Para tanto, no aumento de 100x, quatro fotos proveniente de diferentes
regioes das trés laminas (Figura 12A), foram usadas sob uma grade de 130 pontos.

Para encontrarmos as regides a serem fotografadas em 100x, procuramos e
fotografamos o primeiro campo no vértice anteromedial (item “a” da Figura 12A),

usando a régua presente na platina do microscépio, 3mm ao longo eixo da membrana
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foram avancados e o segundo campo foi fotografado (item “b” da Figura 12A). A
membrana foi atravessada de medial para lateral e o terceiro campo foi fotografado
(item “c” da Figura 12A). Por dltimo, mais 3mm foram avancados e o quarto campo foi
fotografado (item “d” da Figura 12A). Quando descolamentos teciduais eram
encontrados no campo a ser fotografado (como o da Figura 12), percorriamos a lamina

verticalmente até encontrar a primeira janela preenchida por tecido para a fotografia.

A contagem das células ocorreu nas laminas e campos conforme exposto na Figura
12B.

Figura 12 — Areas de avaliacdo do perfil inflamatério em aumento de 100x

O o R e N ikez-’~~~,-';~ - ’"

A. As quatro regides da lamina avaliadas em 100x. B. Esquema que demonstra como as
guatro regides foram divididas entre as trés laminas.

Fonte: Elaboracédo propria com imagens do arquivo pessoal do autor.

As laminas foram avaliadas por um Unico avaliador. A calibracéo
intraexaminador foi realizada buscando por neutréfilos em uma grade de 130 pontos
usando 34 fotografias do grupo titanio (50% dessa amostra). Apos 15 dias as mesmas
laminas foram novamente avaliadas. O ICC foi de 0.823, o que permitiu prosseguir

com a analise histoldgica das laminas restantes.

3.6.2 Area de granulacgéo

A é&rea do tecido de granulacéo ao redor do fragmento de PDO/FT ¢é a variavel
dependente deste estudo. As imagens com aumento de 2.5x foram unidas
digitalmente pelo programa AutoStitch (Departamento de Ciéncias da Computacao,
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Universidade da Colimbia Britanica, Canada)!%* para gerar uma imagem panoramica,
gue posteriormente foi ajustada para escala 1:1 no ImageJ — confirmada por medidas
fisicas das laminas que foram aferidas por um paquimetro digital com 0,01lmm de
resolucdo (Mitutoyo, Jundiai, Séo Paulo).

A éarea de tecido de granulacao foi medida com a ferramenta “méao livre” por
trés vezes em cada lamina, com uma semana de intervalo entre as aferi¢cdes, entdo a
média dessas nove medidas foi utilizada. Como a membrana de PDO/FT também
ocupam um espaco dentro area do tecido de granulacdo, esse espaco foi medido e
subtraido da area final, assim como areas de eventual descolamento tecidual (Figura
13).

Figura 13 — Mensuracdes da area de granulagdo

File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
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1

Results - o X
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[=] - Z ) 40 [ 1 i/
Os perimetros amarelos representam o contorno da area do tecido de granulagédo. O
perimetro azul representa a area ocupada pela membrana.
Obs.: Atencdo para as areas de descolamento tecidual (marcadas com *) que estdo

incluidas nas medidas a serem subtraidas da média final. Sao vistas na imagem como:
“‘Membrana” e “Area de exclusao”.

Fonte: Elaboracéao prépria.
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3.7 Andlise Estatistica

Para cada variavel de interesse foi utilizado um planejamento estatistico. Para
todas as andlises foi considerado uma confianca de 95%, e alfa de 5% (p<0,05). Os

testes foram realizados no programa Jamovi (Sydney, Australia), verséo 2.5.

3.7.1 Perfil inflamatério

A auséncia de distribuicdo normal dos dados foi observada apds aplicacdo do
teste de Shapiro-Wilk.

O teste U de Mann-Withney foi utilizado para avaliar a significancia estatistica
entre as medianas nos grupos de acordo com o material utilizado e tempo de
eutanasia.

O teste de Friedman foi usado com pés teste de Durbin-Conover para comparar
os valores dentro do grupo titanio nos diferentes tempos de eutanasia, e o teste de U
de Wilcoxon para o grupo PDO.

3.7.2 Area de granulacéo

O teste de Shapiro-Wilk indicou, com excecéo dos grupos PDO e FT 15 dias —
p= 0.028 e p= 0.015 respectivamente, distribuicdo normal dos dados (p= 0.179; p=
0.772; p= 0.489). Assim, assumimos distribuicdo normal para esta variavel.

O teste T para amostras independentes foi utilizado para comparar as médias
entre os implantes PDO e FT. O teste T pareado foi empregado para comparar as
meédias dentro do grupo PDO, enquanto a comparacéao intragrupo FT foi realizada por
meio de ANOVA de medidas repetidas com pds-teste de Tukey.

Devido a normalidade dos dados e ao tamanho pequeno da amostra, 0
tamanho do efeito foi calculado com Hedges' g, onde um resultado >0,8 representa
um grande efeito.
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4 RESULTADOS

Nenhum dado de nenhuma unidade experimental foi excluido deste ensaio.
Sinais de estresse animal (agitacdo, acuacdo ou autofagia) e complicacdes poés-
operatorias como proptose clinicamente relevante, inflamacao incompativel, edema,
sangramento ou abscesso ndo foram observados em nenhuma das amostras durante
as avaliagOes clinicas diarias.

A avaliacao histolégica nédo revelou, em nenhum dos grupos, a formacao de
granulomas, fibrose, necrose tecidual ou sinais de neoangiogenese patolégica com
edema ou exsudacéao.

No periodo de 60 dias, nenhuma Orbita submetida ao implante de PDO
apresentou remanescentes do material, impossibilitando a analise do grupo neste
periodo. A Figura 14 apresenta uma prancha histolégica dos diferentes grupos nos

trés periodos.

Figura 14 — Prancha histologica geral
7 dias 15 dias 60 dias

Reconstrucdo panoramica das fotomicrografias realizadas em aumento de 2.5x. * indica a
membrana de PDO; + representa a cavidade onde se encontrava a FT.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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As estatisticas descritivas podem ser consultadas nas Tabelas 1 e 2. A
contagem de células para o perfil inflamatério falhou na distribuicdo normal dos dados,

logo, a tabela mostra mediana e quartis.

Tabela 1 — Dados gerais, estatistica descritiva e teste de normalidade do perfil inflamatério

Shapiro-Wilk Percentis

Desvio-
padrao
Neutréfilos TIT_7 24 0.875 1.000 21 0.797 0.802 <.001 0.000 1.000 1.250
TIT_15 24 0.167 0.000 4 0.381 0.454 <.001 0.000 0.000 0.000
TIT_ 60 20 0.250 0.000 5 0.444 0.544 <.001 0.000 0.000 0.250
PDO 7 24 1.250 1.000 30 1.073 0.862 0.004 0.000 1.000 2.000
PDO_15 24 1.000 1.000 24 0.933 0.797 <.001 0.000 1.000 1.000
PDO_60 O - - - - - - - -
Plasmécitos TIT_7 24 0.583 0.000 14 0.776 0.720 <.001 0.000 0.000 1.000
TIT_15 24 0417 0.000 10 0.830 0.578 <.001 0.000 0.000 0.250
TIT_ 60 20 0.700 1.000 14 0.801 0.760 <.001 0.000 1.000 1.000
PDO_7 24 1.333 1.000 32 1.167 0.863 0.004 0.750 1.000 2.000
PDO_15 24 1.333 1.000 32 1.494 0.773 <.001 0.000 1.000 2.000
PDO 60 0 - - - -
Linfécitos TIT_7 24 0.792 0.500 19 0.977 0.777
TIT 15 24 0.458 0.000 11 0.588 0.702
TIT_60 20 0.450 0.000 9 0.510 0.637
PDO_7 24 1.000 1.000 24 0.978 0.806
PDO_15 24 1583 1.000 38 0.974 0.823
PDO 60 0 - - - - -

TIT_7 24 0.250 0.000 6 0.676 0.393

TIT 15 24 0167 0000 4 0637 0.294
TIT 60 20 0.300 0.000 6  0.923 0.351
PDO_7 24 0458 0.000 11 0721 0.656
PDO_15 24 0.208 0.000 5 0415 0.503
PDO 60 0 - - - - -

Fonte: Elaboracao prépria.

Grupo N Média Mediana Soma W p 25th 50th 75th

.001 0.000 0.500 1.000
.001 0.000 0.000 1.000
.001 0.000 0.000 1.000
.001 0.000 1.000 1.000
.001 1.000 1.000 2.250

AN NNANNA

Vasos
Sanguineos

A

.001 0.000 0.000 0.000

.001 0.000 0.000 0.000
.001 0.000 0.000 0.000
.001 0.000 0.000 1.000
.001 0.000 0.000 0.000

AN NN A

A area do tecido de granulacdo, por apresentar distribuicdo normal, sera

apresentada em média + DP (mm?).

Tabela 2 — Dados gerais, estatistica descritiva e teste de normalidade da area do tecido
de granulacéo

Shapiro-Wilk

Implante Periodo N Média Desvio-Padrao W P
PDO 7 digs 6 13.62 7.91 0.85 0.179
15 dias 6 10.05 4.26 0.76 0.028*
7 dias 6 3.15 0.87 0.95 0.772
FT 15 dias 6 1.62 0.53 0.73 0.015*
60 dias 5 1.44 0.43 0.91 0.489

*: Distribuicdo ndo normal segundo o teste de Shapiro-Wilk.

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.1 Avaliacao Intergrupos - Periodo de 7 Dias

Nas imagens panoramicas foi possivel observar a presenca de infiltrado
inflamatério no grupo PDO (Figura 15), porém, ndo observamos a extensdo deste
infiltrado para tecidos vizinhos (musculatura e glandulas adjacentes). Também é

possivel notar o frequente deslocamento do implante, em ambos os grupos.

Figura 15 — Prancha histolégica, intergrupos, no periodo de 7 dias

PDO FT

Amostras diferentes

iy
P A

e
Ve amaerenn

R

Reconstrucéo panoramica das fotomicrografias realizadas em aumento de 2.5x, provenientes
de trés amostras diferentes. * indica a membrana de PDO; + indica a cavidade onde se
encontrava a FT; as setas indicam a superficie da BAM onde o implante foi posicionado no
ato cirurgico.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Apesar da neoformacdo 0ssea nao ter sido formalmente avaliada, as raias de

osteogénese que partem da cortical da bulha ficaram evidentes na Figura 15, em

ambos os grupos.

4.1.1 Perfil inflamatério — 7 dias

O perfil inflamatoério, no periodo de 7 dias, mostrou diferenca estatistica para a
contagem de plasmacitos, sendo maior o valor apresentado pelo grupo PDO em
comparacao ao grupo titdnio. Nao houve diferenca para as analises de neutrofilos,

linfécitos e vasos sanguineos (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacéo intergrupos (PDO e FT) das diferentes células inflamatérias
avaliadas no periodo de 7 dias

PDO FT Estatistica p
Mediana [1°; 3° quartis] Mediana [1°; 3° quartis]
Neutrofilos 1.00[0.00; 2.00] 1.00[0.00; 1.25] 236 0.260
Plasmdcitos 1.00 [0.75; 2.00]  0.00 [0.00; 1.00] 173 0.012*
Linfocitos 1.00[0.00; 1.00] 0.50[0.00; 1.00] 248 0.377
Vasos sanguineos 0.00 [0.00; 1.00] 0 236 0.144

*: Diferenca considerada significante pelo teste de U de Mann-Whitney.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.1.2 Area de granulacéo - 7 dias

A comparacdo entre os implantes mostrou uma maior area média de tecido de
granulacéo ao redor da PDO (13.6 = 7.9) em relacdo a FT (3.2 = 0.9) no periodo de 7
dias (p=0.009), com tamanho de efeito grande (1.84). Podemos observar essa relagéo

na Figura 16.
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Figura 16 — Gréfico do intervalo de confianca (média + DP) dos grupos PDO e FT em 7
dias
25

20

15 ® PDO

HFT

mm?

7
Euthanasia (days)

Fonte: Elaboracgé&o proépria.

4.2 Avaliacéao Intergrupos - Periodo de 15 Dias

Nas fotografias panoramicas observamos a presenca de infiltrado inflamatério
restrito ao entorno da membrana de PDO. Nota-se também areas onde o infiltrado
penetra a membrana, absorvendo-a.

O grupo FT apresenta discreto infiltrado inflamatdrio circunjacente ao implante.

Também é possivel notar o deslocamento de ambos os implantes (Figura 17).
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Figura 17 — Prancha histolégica, intergrupos, no periodo de 15 dias

PDO FT

Amostras diferentes

Reconstrugdo panoramica das fotomicrografias
provenientes de trés amostras diferentes. * indica a membrana de PDO; + indica a cavidade
onde se encontrava a FT; as setas espessas indicam areas onde o infiltrado inflamatério
penetra a membrana de PDO, nitidamente absorvendo-a; as setas comuns indicam a
superficie da BAM, onde o implante foi posicionado no ato cirargico.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.1 Perfil inflamatério — 15 dias

O perfil inflamatério mostrou que a PDO recrutou significativamente mais
neutrofilos, plasmécitos e linfocitos quando comparado ao grupo FT (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparacéo intergrupos (PDO e FT) das diferentes células inflamatorias

avaliadas no periodo de 15 dias

PDO FT Estatistica P
Mediana [1°; 3° quartis] Mediana [1°; 3° quartis]
Neutrofilos 1.00 [0.00; 1.00] 0 122 <.001*
Plasmocitos 1.00[0.00; 2.00] 0.00 [0.00; 0.25] 158 0.004*
Linfocitos 1.00 [1.00; 2.25]  0.00 [0.00; 1.00] 102 <.001*
Vasos sanguineos 0 0 255 0.266

*: Diferenca considerada significante pelo teste de U de Mann-Whitney.

Fonte: Elaboracgé&o prépria.

4.2.2 Area de granulacéo — 15 dias

O teste entre os implantes, no periodo de 15 dias, mostrou uma maior area
meédia de tecido de granulacdo ao redor da PDO (10.1 + 4.2) em relacdo a FT (1.6
0.5) com diferenca estatistica significante (p= <.001) e com tamanho de efeito grande

(2.84). Essa relacéo pode ser observada na Figura 18.

Figura 18 — Grafico do intervalo de confianca (média + DP) dos grupos PDO e FT em 15
dias
25

20

15 ® PDO

BmFT

mm?

}

15
Euthanasia (days)
Fonte: Elaboragéo prépria.
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4.3 Avaliacao Intergrupos - Periodo de 60 Dias

Como foi possivel observar, nenhuma das amostras apresentou
remanescentes da membrana de PDO para que as mensuragdes histométricas e
comparacao estatistica pudessem ser realizadas. A regido previamente ocupada pela
membrana de PDO ndo mostrou sinais de degradacéo do tecido ao redor. Na Figura
19 podemos visualizar regides de musculatura, corpo adiposo, tecido conjuntivo
frouxo, glandular e 6sseo sem alteracdes de aspecto, fibroses extensas ou areas de

destruicéao.

Figura 19 — Prancha histoldgica, intergrupos, no periodo de 60 dias
PDO FT

Amostras diferentes
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2.5x. + indica a cavidade

Reconstrucdo panoramica das fotomicrografias em aumento de
onde se encontrava a FT; as setas indicam a superficie da BAM.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.4 Avaliacao Intragrupo PDO

Devido & auséncia de remanescentes de PDO no periodo de 60 dias, a
comparagéo intragrupo ocorreu apenas entre o s 7 e 15 dias. A prancha histologica

esta disponivel na Figura 20.

Figura 20 — Prancha histologica, intragrupo (PDO), nos periodos de 7 e 15 dias
PDO 07 dias PDO 15 dias

D7

b &
o+ N

Amostras diferentes

Reconstrucéo panoramica das fotomicrografias realizadas em aumento de 2.5x, provenientes
de seis amostras diferentes. A seta mostra uma regido de hematoma.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.4.1 Perfil inflamatorio

A composicéo do perfil inflamatério nos periodos de 7 e 15 dias ndo revelou

diferencas significativas (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacéo intragrupo (PDO) das diferentes células inflamatérias e vasos

sanguineos nos diferentes periodos

7 dias 15 dias Estatistica p
Mediana [1°; 3° quartis] Mediana [1°; 3° quartis]
Neutrofilos 1.00[0.00; 2.00] 1.00[0.00; 1.00] 1.07 0.295
Plasmacitos 1.00[0.75; 2.00] 1.00[0.00; 2.00] 0.214 0.833
Linfocitos 1.00[0.00; 1.00] 1.00[1.00; 2.25] 1.45 0.162
Vasos sanguineos 0.00 [0.00; 1.00] 0 1.45 0.162

Diferencas néo significantes pelo teste de U de Wilcoxon.

Fonte: Elaboracéo prépria.
4.4.2 Area de granulagéo

A éarea de granulacao nao revelou diferenca estatistica entre os periodos (p=

0.387). Essa relacao pode ser visualizada na Figura 21.

Figura 21 — Grafico do intervalo de confianca (média + DP), intragrupo PDO, em 7 e 15 dias
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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4.5 Avaliacao Intragrupo FT

A avaliagdo intragrupo das reconstrugcbes panoramicas feitas com
fotomicrografias mostram aparente estabilidade da resposta entre os periodos

observados (Figura 22).

Figura 22 — Prancha histoldgica, intragrupo (FT), nos periodos de 7, 15 e 60 dias
FT 07 dias FT 15 dias FT 60 dias
Z 4 % - SN e > a2y ] -

Amostras diferentes

EN E e [ NS N . | | g :
Reconstrucdo panoramica das fotomicrografias realizadas em aumento de 2.5x, provenientes
de nove amostras diferentes.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.5.1 Perfil inflamatério

A histometria mostrou diferenca significante de neutréfilos entre os periodos.
As demais variaveis ndo mostraram diferencas estatisticas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparacéo intragrupo (FT) das diferentes células inflamatérias e vasos
sanguineos nos diferentes periodos

7 dias 15 dias 60 dias p de p de
Medi Medi Medi i in-
[19: 30 quartis] o3 quais] (1o e quargg T Hedman - Durbin
Conover
7-15;
_ 0.003#
. 1.00 0.00 . 7-60:
Neutrofilos [0.00; 1.25] 0 [0.00;0.25) 0008 0.009#
15-60:
0.660
o 0.00 0.00 1.00 -
Plasmacitos [0.00; 1.00] [0.00;0.25] [0.00;1.00] 2397
o 0.50 0.00 0.00 -
Linfocitos [0.00; 1.00] [0.00;1.00] [0.00:1.00  ©-360
vasos 0 0 0 0.646 .
sanguineos

Diferencas significativas no teste de Friedman(*) e Durbin-Conover (#).

Fonte: Elaboracao prépria.

4.5.2 Area de granulacéo

O grupo mostrou diferencas entre periodos (p= 0.003), com o péds-teste
revelando diferencas significativas entre os periodos de 7 (3.2 £ 0.9) vs. 15 dias (1.6
+0.5) (p =0.041) e 7 vs. 60 dias (1.4 + 0.4) (p =0.033), enquanto a comparacao entre
15 vs. 60 dias ndo mostrou diferenca estatistica (p =0.516). Essa relacdo pode ser
observada na Figura 23.

Figura 23 — Grafico do intervalo de confianca (média + DP), intragrupo FT, em 7, 15 e 60
dias
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Fonte: Elaboracéo prépria. Euthanasia (days)
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4.6 Avaliacao Geral da Resposta Inflamatoria

A soma das células inflamatdrias e sua analise nos diferentes periodos revelou
significancia estatistica, onde a PDO apresentou maior contagem (logo, maior
densidade) dessas células nos periodos 7 (p= 0.01) e 15 dias (p=<0.001). Vasos

sanguineos nao apresentaram diferencas nos diferentes grupos (Tabela 7).

Tabela 7 — Contagem de células inflamatérias e vasos sanguineos nas fotografias em
aumento de 100x (unidades encontradas)

PDO FT
7 dias 15 dias 7 dias 15 dias 60 dias
Neutrofilos 3042 24 ~a 21 Aa 480D 5b
Plasmacitos 3244 32Aa 14 8.2 108 a 14 2
Linfécitos 24 A@ 38Aa 1942 1182 9@
Vasos 11 A 5 Aa 6 ha 4 5
sanguineos

- Letras mailsculas comparam os resultados da variavel (linha) entre os diferentes
implantes, no mesmo periodo (PDO_7 vs. TIT_7; PDO_15 vs. TIT_15).

- Letras minUsculas comparam os resultados da variavel (linha) dentro do mesmo implante,
nos diferentes periodos (PDO_7 vs. PDO15; TIT_7 vs. TIT_15 vs. TIT_60).

- Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica no teste, p.ex.: A=A ou 22
enquanto letras diferentes indicam diferenca significativa, p.ex.: #*8 ou 2%°,

Fonte: Elaboracé&o proépria.

Em relacdo a area do tecido de granulacdo, a comparacao entre os implantes
revelou maior média ao redor da PDO em 7 e 15 dias. A FT mostra estabilizacdo de

resposta tecidual apés 15 dias. Isso pode ser observado na Tabela 8 e Figura 24.

Tabela 8 — Area do tecido de granulagio mensurada em reconstrugées panoramicas 1:1
das fotografias em aumento de 2.5x (média em mm?2 + DP)

PDO FT Valor de P Effect size
7 dias 13.6+7.942 3.2+0.98° 0.009 1.84
15 dias 10.1+4.24n2 1.6+058¢ <.001 2.84
60 dias %] 14+04°¢ @ %)
- Letras maiusculas comparam os resultados na mesma linha (PDO_7 vs. TIT_7; PDO_15

vs. TIT_15).

- Letras mindsculas comparam os resultados na mesma coluna (PDO_7 vs. PDO15; TIT_7
vs. TIT_15vs. TIT_60).

- Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica no teste, p.ex.: A = A, enquanto
letras diferentes indicam diferenca significativa, p.ex.: a # b.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 24 — Gréfico do intervalo de confianca (média = DP) mostrando a relacao entre
ambos 0s grupos nos trés periodos
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Fonte: Elaboracé&o prépria.
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5 DISCUSSAO

A densidade inflamatoria e area de granulacdo da PDO foi maior e levou mais
tempo para regredir quando comparado com a FT (7 vs. 15 dias), porém, ao final dos
60 dias ndo observamos residuos do PDO ou sinais de degradacéao tecidual na regiao
gue esteve em contato com o implante. O perfil inflamatorio em 7 dias foi semelhante
nos grupos, exceto pelos plasmocitos — células ativas na identificagdo de agentes
externos'®?, que foram encontrados em maior quantidade no grupo PDO.

Este estudo tem algumas limitacdes. O periodo de 60 dias foi excessivamente
longo para avaliarmos os estagios finais de degradacdo da membrana de PDO. A
descalcificacdo profunda da 6érbita s6 foi possivel apos reducfes seriadas das pecas
histologicas, e essa manipulagdo gerou alguns descolamentos entre os planos
teciduais dos blocos. Com a movimentagcdo dos implantes, encontrar as regides de
interesse durante a reducéo das pecas anatdmicas foi mais complexo que o esperado,

ISSo poderia, em casos mais extremos, comprometer a viabilidade da amostra.

5.1 Ensaios Animais Anteriores

Estudos anteriores utilizaram Coelhos da linhagem New Zealand para
avaliacdo histolégica pds-reconstrucdes orbitarias®>193-1%8  Alguns desses trabalhos
optaram por confeccionar defeitos 6sseos nas margens orbitarias'®*1%8 parede
medial'®® e assoalho® para avaliar também a sustentagdo mecanica proporcionada
pelos materiais ao conteddo orbitario. Com a finalidade de isolar a resposta
inflamatoria apenas a presenca do implante, optamos por realizar a menor intervencao
cirirgica possivel apenas repousando a membrana de PDO e FT sobre BAM,
diminuindo a exposicdo a variaveis intervenientes e assegurando que a resposta
inflamatoria encontrada seja resultado controlado e fiel do contato da periérbita com o
implante.

A metodologia escolhida para mensuracdao histométrica da inflamacdo €
heterogénea entre a literatura disponivel, além de geralmente utilizarem andlises
gualitativas.

Costa et al.l%8 (2005), apdés criarem um defeito no rebordo infraorbitario,

reconstruiram nove rebordos com silicone e os outros nove com esclera bovina. As
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avaliacoes pos-operatorias realizadas nos periodos de 30, 45 e 60 dias foram
qualitativas.

Zheng et al.1%4 (2010) avaliaram carga compressiva até a falha e o crescimento
0sseo nas reconstrucdes realizadas com composito de cimento de fosfato de calcio e
proteina morfogenética 6ssea humana recombinante por meio de histomorfometria.

Lee & Baek® (2012) usaram contagem de células para avaliar a resposta
inflamatoria criada sobre uma solucédo antiadesiva adicionada ao Medpor®.

Gorgult, Akcal e Ugurlut®® (2016), avaliaram a resposta inflamatéria da
periorbita ao contato com unha de cadaveres humanos por uma escala de escores
para diferentes aspectos da inflamagé&o. Essa escala foi criada por Abramov et al.1%°
(2006) e foi originalmente desenvolvida para caracterizar o reparo de feridas em
abdome e vagina de coelhos.

Aral et al.193 (2017), ao comprar Acido Poli-L-Lactideo/Glicélico e Polietileno
poroso, utilizaram escalas de escores para avaliacdo da protusdo do conteludo
orbitario visualizada na tomografia pos-operatdria e para achados histologicos.

Gu et al.l% (2020) quantificaram a expressdo de VEGF em resposta ao
implante de Poli-éter-éter-cetona (PEEK).

Pela heterogeneidade descritiva, ndo foi possivel correlacionar nossos
resultados com outros trabalhos. Optamos por utilizar a contagem de células
inflamatoérias e a mensuracao da area de granulagéo, pois sdo medidas quantitativas
gue refletem a extenséo e intensidade do reparo tecidual. Essa abordagem permite
comparacdes diretas entre diferentes estudos que utilizem implantes de mesmo

diametro.

5.2 Principais Preocupa¢cbes Com a PDO

A literatura traz basicamente duas preocupacdes relacionadas a PDO em
reconstrucdes orbitarias. A primeira trata-se do questionamento se a estabilidade
estrutural é suficiente em forca e tempo para permitir o reparo e formacéo de tecido
fibroso denso da peridrbita, evitando seu prolapso ao seio maxilar ap6s a absor¢éo do
implante. A segunda preocupacéo é sobre a inflamacé&o causada na periérbita e como

esse processo pode interagir com o funcionamento das polias musculares.
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5.2.1 Estabilidade estrutural

Muitos trabalhos que avaliam a PDO apresentam resultados conflitantes entre
si, mas ha um alinhamento quando o assunto é instabilidade mecéanica da PDO apds
determinado periodo. O primeiro trabalho que temos conhecimento com follow-up de
pacientes pés-reconstrucado orbitaria com PDO foi de lizuka et al.®! (1991), os autores
perceberam que o globo se tornava mais baixo conforme avangava o processo de
absorcdo da placa. Desde entdo, ha um consenso de restringir a indicacdo da PDO
para fraturas <2.5cm? 44.59.60.71

Apesar da maioria destes autores terem utilizado placas de PDO (PDS ®
Ethicon) ao invés das membranas que utilizamos em nosso ensaio, foi possivel
compreender o motivo da insuficiéncia mecanica. No periodo de 15 dias (que em
paralelo nos humanos representariam =45 dias), as membranas mostraram sinais
visuais de degradacdo estrutural que podem sugerir incapacidade de suporte da
periorbita, mesmo que essa variavel ndo tenha sido formalmente avaliada neste
trabalho.

Por entendermos que a projecdo anteroposterior e vertical do olho séo
sensiveis a pequenas mudancas de volume da cavidade orbitaria'®1!l a PDO, assim
como os demais implantes absorviveis, ndo apresentam plausibilidade biolégica que
sustente sua indicacéo para reconstru¢cdes moderadas ou grandes, ao menos até que
novos ensaios bem controlados mostrem o contrério. Inclusive, recentemente foi
identificado, com baixa qualidade de evidéncia mas forte recomendacéao, que fraturas
orbitarias combinadas ou que envolvam pilares de sustentacdo se beneficiam de
reconstru¢cdes com implantes rigidos, ndo absorviveis e com boa conformacao

geométrica’.

5.2.2 Resposta bioldgica

Além da quantificacdo e identificacdo das células envolvidas no processo
inflamatorio, € fundamental considerar também uma avaliacdo qualitativa da resposta
inflamatéria. Embora algumas escalas ja tenham sido propostas®-1%° por
entendermos que ha uma caréncia de critérios claros que permitam uma

parametrizacdo precisa dos indices que assegurem sua replicabilidade plena,
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optamos por nao utiliza-las neste trabalho. O que podemos afirmar é que a inflamacao
decorrente do grupo PDO n&do mostrou tecido de granulagcdo que causasse
reabsorc@o 6ssea local, areas de necrose ou abcesso, reacdo inflamatéria crénica
granulomatosa ou sinais de fibrose cicatricial p6s absorcéo.

O significado de haver uma maior quantidade de plasmdcitos no grupo PDO
em 7 dias requerera uma investigacdo mais detalhada. Os plasmadcitos desempenham
papéis variados nos mecanismos das respostas inflamatorias. Além de sua funcao na
identificacdo de antigenos para eliminacdo pelas células de defesa, os plasmacitos
também séo reconhecidos por seu papel regulador no processo imunoldgico,
recebendo, em alguns trabalhos, o termo de “células B reguladoras”, ou “Bregs”1%113,

Apenas uma maior quantidade de plasmdcitos ndo é suficiente para afirmar que
isso resultard em uma maior resposta imune em caso de uma segunda exposicao,
pois essa resposta envolve diversos outros fatores que ndo foram mensurados neste
estudo. Alias, desconhecemos estudos que expuseram as unidades experimentais a
PDO mais de uma vez para comparar as reacdes entre a primeira e segunda
exposicdo. A compreensdo aprofundada da funcdo dos plasmdcitos e de sua
interacdo com o processo inflamatorio pode fornecer insights valiosos sobre a
resposta imune em diferentes contextos experimentais. Ainda, apesar da contagem
de células no grupo PDO ser estatisticamente superior ao grupo FT, ndo foi possivel
medir o tamanho deste efeito pela auséncia de distribuicdo normal dos dados.

Uma recente revisdo sistematica''* buscou evidenciar a seguranca e
performance dos diferentes implantes de PDO. Os revisores, além das buscas
tradicionais nas bases de dados, procuraram por notificacbes de reacfes adversas
nas bases de dados do FDA Estado-unidense. Os implantes foram divididos em 4
grupos: fios de sutura; placas/malhas; clips/grampos; e parafusos/alfinetes. Foram
registrados 16 recalls envolvendo cinco modelos de fios de sutura e um clip vascular,
0S motivos envolveram majoritariamente problemas com embalagem. Dentre os
resultados desfavoraveis avaliados — infec¢éo no sitio cirdrgico, reacao inflamatoria,
reacao de corpo estranho, febre e dor pés-operatoria, as placas/malhas mantiveram
seus indices abaixo de 20%. Em niveis de seguranca e performance, as
placas/malhas se mantiveram acima dos 80%. Os revisores criaram um score de
avaliacao para seguranca e efetividade com os resultados dos estudos comparativos,
e as malhas/placas de PDO se mostraram equivalentes aos demais implantes na

média geral.
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Por ser totalmente absorvivel, € esperado que a PDO gere mais inflamacéo que
o titanio, considerado o padrédo ouro em biocompatibilidade. Apesar dessa diferenca,
a seguranca biolégica da PDO ja foi demonstrada''4''>, Embora a PDO para
reconstrucdes orbitarias ainda ndo tenha sido liberada pelo FDA nos EUA, ela é
aprovada para uso na Europa, tendo sido estudada em ensaios clinicos randomizados
60.71 coortes retrospectivas*®, série de casos prospectivo® e estudos observacionais
retrospectivos*4%8.

Dos trabalhos que temos conhecimento, Kontio et al.®® (2001) foi o que obteve
maiores indices de inflamac¢do pos reconstrucdo com PDO visualizados em RNM
(50%), mas apenas um paciente (6.25%) apresentou sinais clinicos com necessidade
de remocédo da placa de PDO. Baumann et al.%® (2002) relata apenas um caso de
inflamacédo percebida apdés um traumatismo de LeFort 1ll com fraturas de parede
medial e assoalho reconstruidas com folhas de PDO. Os autores referem que partes
da folha de PDO estruiram pela incisdo oito semanas apds a cirurgia. Em nossa
amostra animal, reacdes inflamatorias clinicamente perceptiveis ou exteriorizacdo dos
implantes ndo foram presenciadas, entretanto, observamos a migragédo de ambos 0s
implantes (FT e PDO), o que confirma a necessidade de fixacdo destes implantes.

Outro ponto importante diz respeito ao rompimento da periérbita com ampla
exposicdo da gordura intraconal e lesdo do sistema de septos. A degradacéo
gordurosa acontecera independente do implante utilizado!¢, mas existe plausibilidade
tedrica para acreditar ela pode ser exacerbada se exposta a presenca de um implante
absorvivel. Portanto, mesmo que a inflamacédo seja apenas perimplantar e nao
progrida para tecidos periorbitarios vizinhos como visto neste ensaio, € necessario ter
cautela no uso da PDO em casos em que a peridrbita se encontre lacerada com ampla
exposicdo da gordura orbital®®.

5.3 Recomendacdes Para Estudos Futuros

Considerando as limitacbes da metodologia empregada e o disposto acima,
entendemos que a PDO pode ser considerada com seguranga para estudos clinicos
controlados em humanos, visando a reconstrucdo de pequenos defeitos sem
necessidade de suporte mecanico e sem ampla exposi¢cao da gordura periorbitaria,

da mesma forma que é utilizado na Europa atualmente.
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6 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que, apesar de apresentar uma inflamacédo de
maior area e densidade celular, o processo inflamatério decorrente do PDO néo se
estendeu aos tecidos periorbitarios, ndo apresentou formacdo de granulomas,
fibroses, necrose tecidual, neoangiogenese patolégica com edema e exsudacéo,

reabsorcdo 6ssea local, ou alteracdes clinicas dignas de nota.
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These items complement the Essential 10 and add important context to the study.
Reporting the items in both sets represents best practice.
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humane endpoints, state this.
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literature.
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results.
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registration (including the research question, key design features, x

and analysis plan) was prepared before the study, and if
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