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RESUMO

A reconstrugcado de defeitos com grande perda dssea representa um desafio para as
cirurgias reconstrutivas. Na reconstrucdo desses defeitos, € preciso criar condi¢des
para o estimulo da neoformagdo, impedindo o crescimento de tecido conjuntivo
cicatricial para o interior do defeito 6sseo, 0 que reduz a osteogénese. Para contornar
esse problema, utilizam-se os procedimentos de cicatrizagdo 6éssea guiada, ou aqueles
relacionados a enxertia. Contudo, os enxertos quando autégenos tém o inconveniente
de submeter o paciente a consideravel desconforto e morbidade pds-cirurgica e,
quando homogenos ou xendgenos, podem desenvolver reagédo de rejeicdo. Para evitar
esses inconvenientes, vem sendo preconizada a utilizacdo de substitutos 6sseos
sintéticos. O polimero da mamona tem como principais vantagens a disponibilidade e
baixo custo (sobretudo por ser de origem nacional), auséncia de riscos de transmissao
de doengas, ser biotoleravel e osseointegravel. O presente estudo teve por objetivo
avaliar a evolugao e analisar os resultados experimentais em curto prazo, da utilizagao
do polimero da mamona em forma de blocos pré-fabricados, como biomaterial
alternativo para utilizagdo nas reconstrugcdes de falhas 6sseas. Foram operados 15
ratos machos Wistar SPF albinos adultos, divididos em 3 grupos de 5 animais (grupos
G1, G2 e G3) com periodo de proservagao de 30, 45 e 60 dias respectivamente. Foram
criados defeitos nos fémures dos animais com uma broca esférica de n° 8, removendo
parcialmente osso cortical com motor de baixa rotacdo e abundantemente irrigado com
solugdo salina. Nessa regido foram fixados blocos de polimero vegetal (10 x 5 x 1 mm)
com parafuso de titanio (1,5 x 8 mm). Apds os procedimentos laboratoriais de preparo,
as pecas foram cortadas e coradas pelo método H.E. Os resultados indicaram
biocompatibilidade éssea do polimero vegetal. Em nenhum dos periodos analisados
houve reagdo de rejeicdo tipo corpo estranho, ocorrendo neoformagdao de tecido
conjuntivo e osteocondroide na interface osso-prétese. Conclui-se, assim, que o
polimero vegetal (PV) é um material de enxerto bioativo e osteocondutor, podendo ser
considerado um substituto ésseo nacional alternativo facilmente disponivel para ser
utilizado com sucesso nas cirurgias que envolvem perdas o6sseas. Pretendemos
prosseguir esse estudo comparando-se a um grupo controle, com follow up maior.

Palavras-chave: Biomateriais, Poliuretana de mamona
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ABSTRACT

The reconstruction of great bone loss defects represents a challenge for reconstructive
surgery. To reconstruct these defects it is necessary to create conditions to stimulate
new bone formation, in order to block the connective healing tissue growth towards the
bony defect, which blocks the osteogenesis. The autogenous grafts are inconvenient,
because they submit the patient to considerable discomfort and post-operative
morbidity. The heterogeneous and xenogenous grafts can also create rejection reaction.
This study aimed to evaluate the progress and analyze the experimental results (in the
short term), of the use of castor oil polymer in the form of prefabricated blocks, as an
alternative biomaterial to reconstruct bone defects. We operated 15 male SPF Wistar
albino rats adults, which were divided into 3 groups of 5 animals (groups G1, G2 and
G3) with periods of follow up at 30, 45 and 60 days, respectively. Defects were created
in the femurs of the animals with a burr, partially removing the cortical bone with low
engine speed and abundantly irrigated with saline. In this region were fixed blocks of
polymer plant (10 x 5 x 1 mm) with titanium screw (1,5 x 8 mm). After the laboratory
procedures of preparation, the samples were counted and stained by HE. The results
showed bone biocompatibility of the polymer implant. In none of the periods analyzed
we observed inflammatory reaction or reaction foreign body, allowing the neoformation
of connective tissue and osteo-chondroid at the bone-prosthesis interface. We conclude
that the vegetal polymer is a bioactive and osteoconductive graft and can be
considered a national bone substitute alternative, readily available to be successfully
used in surgeries that involve bone loss. We intend to continue this study with a

comparison to a control group, with longer follow up.

Key words: Biomaterials, Castor Oil Polyurethane
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1- INTRODUGCAO

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, servindo como
suporte para as partes moles e protegendo 6rgaos vitais, como os contidos nas caixas
toracica e craniana, no canal raquidiano e medula 6ssea, que é responsavel pela
formagdo das células sanguineas. Proporciona apoio aos musculos esqueléticos,
transformando suas contracées em movimentos uteis e constitui-se em um sistema de
alavancas que amplia as forgas geradas na contragdo muscular. (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

Além dessas funcdes, os ossos atuam como depdsitos de calcio, fosfato e
outros ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para manter
constante a concentragao destes importantes ions nos liquidos corporais (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 1999).

Porém, o tecido 6sseo é frequentemente acometido por defeitos causados
por traumas, patologias de origens variadas, infecgdes e deformidades congénitas.
(LANCE, 1985).

Devido a localizagao, os ossos faciais freqientemente sado sede de fraturas,
cuja complexidade depende do grau e da intensidade da forgca aplicada pelo agente
causador (ROWE et al., 1994).

Em muitos casos, o curso preferencial do tratamento envolve remogao dos
tecidos afetados e suas substituicbes por algum tipo de composto natural e/ou
sintético biocompativel. Até entdo ndo ha duvida que o tecido ou 6rgédo natural,
quando corretamente indicado, torna-se preferivel ao composto sintético
(FRASCINO, 1998; PERRY, 1999).

Entretanto, limitagbes logisticas, como facilidade de obtencao,
imunocompatibilidade, fonte doadora, local e tempo apropriados exigidos para o
tratamento, propiciam a base necessaria para as cirurgias reconstrutivas buscarem
compostos apropriados, restritos ao tipo de tecido e funcdo a serem "reproduzidos”,
coniventes com os objetivos do tratamento pré-estabelecido (AKAGAWA, 1985).

Nos 0ssos, 0 processo regenerativo € complexo e se desenvolve em fases
distintas: formagao de coagulo; demolicdo do coagulo; organizacdo com formacgao de

tecido de granulagdo mesenquimal ossificavel e, subseqlentemente, forma-se o tecido
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0sseo, nesse tecido de granulacdo mesenquimal. Essa formacao pode se dar de duas
maneiras: por meio do processo de ossificagado direta (ou intramembranosa), ou pelo
processo de ossificacéo indireta (ou endocondral). O resultado de ambos 0s processos
€ a regeneragao de novo 0sso, cuja estrutura, apos a remodelagao, € indistinguivel do
osso maduro pre-existente (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A reconstrugao de defeitos com grande perda éssea representa um desafio
para as cirurgias reconstrutivas. Para a recomposi¢cdo desses defeitos, € preciso criar
condi¢des para o estimulo da neoformacado 6ssea a fim de impedir o crescimento de
tecido conjuntivo cicatricial para o interior do defeito 6sseo, que reduz a osteogénese.
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Tem sido sugerido que a neoformagéo éssea pode ocorrer por meio de trés
mecanismos diferentes:

a) a osteogénese, que implica no transporte de células 6sseas vivas;

a) a osteoinducdo, meio em que células mesenquimais indiferenciadas se
transformam em células osteoprogenitoras devido a influéncia de um
agente indutor;

b) a osteocondugédo, onde o tecido 6sseo se formaria por aposigdo sobre e
dentro de determinado material.

Um quarto mecanismo, denominado osteopromocido, também pode ser

citado, sendo que este envolve o uso de barreiras mecanicas de protecdo, que evitam o
crescimento de tecido conjuntivo denso em meio ao defeito dsseo, permitindo que o
mesmo seja repovoado exclusivamente por células osteoprogenitoras (DAHLIN et al.,
1988).

Para que um desses fendmenos ocorra, € necessario que recursos
mecanicos ou de preenchimento levem unido e fixagcdo as extremidades ésseas e
estimulem a regeneracao (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A escolha dos materiais a serem utilizados variou com o passar do tempo.
Tal variagdo deve-se a varios fatores, dentre eles: a opg¢do dos cirurgides, a
comprovacao cientifica da eficacia dos materiais e, principalmente, ao conhecimento da

fisiologia que envolve a interface osso-implante (TIDSTROM et al., 1990).

Os enxertos 6sseos sao classificados da seguinte forma:
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- Autoégenos (quando composto por tecido do proprio receptor);

- Homoégenos (obtidos de outro individuo da mesma espécie que o receptor, mas com
carga genética diferente);

- Iségenos, (obtidos de outro individuo da mesma espécie que o receptor, porém com
mesma carga genética);

- Heterégeno ou xenégeno (retirados de uma espécie diferente do receptor) (LANCE,
1985; MIRANDA, 2005).

Devido a problemas relacionados a obtencdo de quantidade ideal de
suprimento 6sseo e a morbidade do sitio doador (no caso dos enxertos autégenos) e
com a antigenicidade (em relagdo aos homogenos e heterégenos), uma grande
variedade de materiais para preenchimento, denominados de aloplasticos ou

biomateriais, foram desenvolvidos (SILVA, 2000).

Os biomateriais (BM) devem apresentar como propriedades a
biocompatibilidade. Nao podem ser toxicos ou carcinogénicos, mas precisam possuir

resisténcia mecanica, elasticidade e estabilidade quimica e bioldgica (SILVA, 2000).

Assim, o grande desafio no estudo dos BM é encontrar algum que tenha alto
grau de semelhanga com o tecido vivo, de modo que o organismo possa reconhecé-lo
como parte de sua estrutura e ndo como um agressor ao seu meio (TIDSTROM et al.,
1990).

Dessa forma, a partir de 1984, o Grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de
Polimeros da Universidade de Sao Paulo, Campus de Sao Carlos, iniciaram o
desenvolvimento de um polimero com base de moléculas vegetais da mamona e

estrutura molecular semelhante a dos organismos vivos (GONRING, 1998).

O d6leo da mamona, obtido por prensagem das suas sementes, constitui
a substancia precursora de um polimero e de uma solugdo composta por ésteres do
acido ricinoléico, (FERREIRA, et al., 1999).

Embora a toxicidade da mamoneira seja conhecida desde tempos remotos, o
oleo de ricino nao é toxico, visto que a ricina, proteina toxica presente nas sementes
(que inativa os ribossomos eucariéticos, impedindo a sintese protéica) ndo é soluvel em

lipideos, ficando todo o componente toéxico restrito a torta. (LORD et al. 1994;
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FRASCINO, 1998; GAILLARD, 1999).

A formacao de um polimero se da por meio da reagao quimica entre um pré-
polimero e um poliol. A mamona possui um grande potencial oleoquimico, que garante
o fornecimento de polidis e pré-polimeros a partir da produgao de acidos graxos em
larga escala. Além disso, o 6leo de mamona (também conhecido como 6leo de ricino)
pode ser considerado como um poliol natural por conter trés radicais hidroxilas
passiveis de serem usados na sintese de polimeros (Pesquisa e desenvolvimento de
biomateriais baseados em poliuretana derivadas de 6leo de mamona, SNM 02/94-04,
1994).

Esse elemento pode ser utilizado como cimento 6sseo, cuja fungédo é
preencher o espaco entre a protese de superficie e 0 0sso poroso, possibilitando o
encaixe. Obtém-se esse cimento por meio da reacdo do 6leo da mamona e do
mondmero, substancia que endurece o polimero. Sua grande vantagem em relagao ao
cimento convencional € a de ser atoxico (Pesquisa e desenvolvimento de biomateriais
baseados em poliuretana derivadas de 6leo de mamona, SNM 02/94-04, 1994).

O polimero derivado do 6leo de mamona possui uma férmula molecular que
tem mostrado compatibilidade com os tecidos vivos, apresentando aspectos favoraveis
de processabilidade, flexibilidade de formulagdo, versatilidade de temperatura de curva
e controle de pico exotérmico na transigao liquido-gel. Possui também excelentes
propriedades estruturais, e néo libera vapores e radicais toéxicos quando implantados.
Além disso, seu custo é baixo (CHIERICE, 1994).

Embora estudos experimentais (OHARA et al. 1995; TEIXEIRA et al.
1996, RAMALHO,1998; OLIVEIRA et al. 2000) tenham comprovado o potencial dessa
poliuretana para utilizacdo no tratamento de afecgdes ortopédicas, somente em 1999 o
produto foi aprovado pelo Ministério da Saude do Brasil (registro Anvisa RDC n° 59)
mas esta em tramite pela Food and Drug Administration (FDA), agéncia do governo
norte-americano (ERENO, 2003).

Atualmente ja existem diversas apresentagdes comerciais desse material que
permitem diferentes flexibilidades de aplicagdo, tais como em forma de biomassa,
blocos pré-moldados, granulos e endoproteses. O produto pode ser aplicado ja
polimerizado em forma de blocos, ou entdo em forma de biomassa para ser manipulado

e moldado conforme a necessidade, no ato cirurgico (BRONZI et al., 1999).
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O polimero pode ser manipulado ou processado sem CaCOj; (carbonato de
calcio), mas a sua adicdo é que confere os melhores caracteristicas, estimulando a
biointegragdo (CLARO NETO, 1997).

Porém, o polimero de mamona com adicdo de CaCOs;, permite a
ocorréncia de osteocondugao e migragédo de capilares e células osteoprogenitoras,
invadindo a estrutura porosa superficial, seguido da deposicao de o0sso. Esse
acarbougco se comporta como um espacador osteocondutor. O implante é

biocompativel, mas néo é capaz de osteoinducédo (LEONEL et al. 2003).

Implantes de resina de mamona tém se mostrado compativeis no interior

de ossos longos em coelhos (IGNACIO, 1997), em alvéolos dentais de ratos
(CARVALHO, 1997) e em ossos de caes em crescimento (MARIA et al., 2004).

O detergente do 6leo da mamona apresenta propriedade antimicrobiana no
tratamento endoddntico de dentes necrosados, com atividade bactericida semelhante a
do hipoclorito de sodio (FERREIRA, et al., 1999).

SOUZA (2000) operou 22 pacientes com lesbes O6sseas tumorais
submetendo-os a ressecgcdo femoral e, no mesmo ato cirurgico, reconstruidos com
biomaterial a base do polimero da mamona em forma de blocos pré-fabricados e
considerou o polimero da mamona como uma alternativa viavel para reconstrugcéo de

falhas dsseas pos-resseccdo de tumores benignos agressivos e malignos.

IGNACIO et al. (2002) realizaram um estudo experimental em cées, onde foi
utilizada a poliuretana da mamona no preenchimento de falhas désseas. O resultado
foi biocompatibilidade com os tecidos, mas comportou-se como um espacador
bioldgico, apenas preenchendo a cavidade, sem osteointegragao.

SARAN (2006) analisou a interface entre o implante de polimero da mamona
com o canal medular 6sseo em coelhos. A analise histologica mostrou que o polimero &

biocompativel, osteoindutor e osteocondutor.

FRAZILIO (2007) comparou o polimero de mamona com enxerto Gsseo
autégeno em articulagao de caes. Nao observou osseointegragao no grupo polimero de
mamona. Houve reabsor¢do do enxerto ao longo do periodo experimental e auséncia

de células inflamatdrias nos periodos analisados.
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DIAS (2007) avaliou a reacédo dos tecidos circunjacentes ao implante de
membrana de polimero de mamona em dorso nasal de macacos prego. Na histologia
nao se observou reacdo tipo corpo estranho e se encontrou formagdo e maturacao
0ssea, indicando a biocompatibilidade do biomaterial.

LAUREANO (2007) comparou matriz 6ssea desmineralizada de origem
humana e resina poliuretana derivada do 6leo da mamona em cavidades na calvaria de
coelhos. A conclusdo foi que ambos os materiais apresentaram-se biocompativeis,
sendo a poliuretana reabsorvida mais tardiamente e considerada de melhor resultado

em relagédo ao outro material empregado.
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2- REVISAO DE LITERATURA

A matriz 6ssea € constituida de uma porgdo organica e uma inorganica. A
porcao organica esta formada principalmente por colageno do tipo | que corresponde a
95% do total, e o restante € composto por proteinas nao colagenas e proteoglicanas. A
matriz inorganica é constituida por sais de calcio e fosfato na forma de cristais de
hidroxiapatita. Protegendo externamente o osso, existe uma fina camada de tecido
conjuntivo com grande potencial osteogénico, denominado peridsteo e, internamente, o
equivalente é chamado de enddsteo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os osteoblastos sao responsaveis pela sintese e secrecdo da matriz éssea
extra celular, estando agregados em uma unica camada de células situadas em
aposigao ao osso em formacao (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os ostedcitos sao células 6sseas maduras incluidas na matriz 6ssea (dentro
de lacunas) recentemente depositada por eles, quando ainda eram osteoblastos. Sao
responsaveis pela manutencao da matriz éssea, contribuindo para a homeostase do
calcio sanguineo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Os osteoclastos sado células moveis, gigantes, multinucleadas, cuja fungao é
reabsorver osso. Estdo ativamente associados ao remodelamento 6sseo. Quando em
atividade, os osteoclastos repousam sobre a superficie do osso e, através de erosao
pela acdo enzimatica, formam um recesso pouco profundo conhecido como lacuna de
Rowship ou lacuna de reabsor¢cédo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

O tecido 6sseo constitui a maior reserva de calcio do organismo, apresenta
grande capacidade de remodelagao, renovando-se constantemente para responder as
necessidades metabdlicas do corpo e manutengdo da estabilidade da calcemia.
Macroscopicamente, ha duas formas de o0sso: o cortical ou compacto e o esponjoso
também chamado de medular. O osso cortical confere resisténcia e protecao e é
encontrado nas diafises de ossos longos e na superficie externa de ossos chatos. O
0SS0 esponjoso atua nas fungdes metabdlicas, delimita espagos entre as trabéculas que
sdo preenchidas por medula 6ssea vermelha, onde ha producédo ativa de células
sanguineas a partir de células mesenquimais ou, com o envelhecimento, por medula
o0ssea amarela (GARTNER e HIATT, 2003).

Histologicamente, existem dois tipos de tecido 0Gsseo: o osso primario,
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embrionario, imaturo, isotrépico ou ostedide e 0 0sso secundario, maduro, anisotrépico
ou lamelar. Ambos possuem as mesmas células, porém apresentam diferentes
orientacbes das fibrilas de colageno quando analisados sob microscopia de luz
polarizada (ARRIGTON et al. 1996; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

O o0sso primario € o primeiro tecido 6sseo a se formar durante o
desenvolvimento fetal, e durante a reparagédo 6ssea. Possui, proporcionalmente, grande
numero de ostedcitos, dispostos irregularmente nas trabéculas ésseas neoformadas. As
fibras colagenas apresentam-se sem organizacao definida e o teor mineral € menor que
no osso secundario. O tecido dsseo secundario substitui gradativamente o tecido 6sseo
primario pela deposi¢cao gradual de fibras colagenas, modelando a forma trabecular do
0sso primario em lamelas dispostas paralelamente umas as outras, formando angulos
retos que definem pequenos espagos medulares, chamado osso esponjoso. Quando as
fibras colagenas encontram-se dispostas em camadas concéntricas em torno de
capilares sanguineos e nervos, denominamos de canal de Havers, formando o osso
compacto. Esse padrao de modelagcdo dssea € explicado pela incidéncia de forcas
externas sobre o tecido, alterando assim a forma das fibras colagenas e, por fim,
levando a resisténcia do tecido. Nota-se entdo que o 0sso é um tecido adaptavel, pois o
tipo de modelamento 6sseo esta relacionado a carga de forcas que ele recebe,
formando assim o osso medular e o cortical. (GARTNER e HIATT, 2003).

2.1- Reparagao 6ssea

Apds uma lesao éssea, uma sequéncia de eventos dindmicos ocorre com o
objetivo de restaurar a forma e a fungdo do osso, que € semelhante tanto para
pequenas quanto para grandes injurias, para fraturas ésseas e para defeitos cirurgicos.

Para se entender melhor o processo de reparacado 6ssea por ocasiao de uma
enxertia, torna-se indispensavel alguns conhecimentos a respeito do processo de
consolidacao das fraturas.

Sao cinco as principais etapas do processo de reparagcdo Ossea e estao

descritas a seguir:
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Tabela 1 — Fases da reparacgao 6ssea

Fase Tempo Atividades

Inducao 0 a 2 dias Formacado de hematoma, liberacdo de fatores

soluveis de inducao, crescimento e inflamacgao

Inflamacéo 2 a 14 dias Proliferacdo de células polimorfonucleares,

neutréfilos e macréfagos

Calo fibroso 2 a8 semanas @ Material altamente celular e colagenoso na

falha 6ssea / condrogénese e angiogénese.

Calo 6sseo 2 a 12 meses Formacao de osso trabeculado considerando-

se consolidado

Remodelacdo | 1 ou mais anos @ Formacgao de osso lamelar

Na fase inicial forma-se um hematoma e mensageiros moleculares entram no
compartimento extracelular. Estes fatores estimulam a migragéo celular, proliferagao e
diferenciacao e inicialmente controlam o processo de reparacao 6ssea. Durante a fase
inflamatdria, neutrofilos e macrofagos invadem a ferida para remover os
microorganismos e estimular mediadores bioquimicos que desencadeiam respostas
fibroblasticas e angiogénicas. A fase inflamatdria € essencial para o processo de
cicatrizagdo Ossea, estando a administracdo de agentes antiinflamatérios contra-
indicados nas primeiras duas semanas pos trauma. Depois entdo se forma o chamado
calo fibroso. Esse calo é fundamentalmente formado por matriz colagenosa extracelular
que tem um potencial altamente ativo e que se expande por toda area onde exista falha
O0ssea. Surgem entdo os condrécitos e células osteoprogenitoras. A formagao
cartilaginosa e a revascularizacdo sao caracteristicas essenciais dessa fase. Apos
cerca de duas semanas esse calo esta praticamente formado e da origem a fundagao
para o tecido 6sseo duro. A fase seguinte é a de formacgao do calo 6sseo propriamente
dito e tem inicio com a calcificagdo da cartilagem. Nessa terceira fase os osteoblastos
se diferenciam e elaboram os ostedides. Cartilagem calcificada é reabsorvida e forma-
se 0sso novo, seguido de remodelagdo. Apesar de a formagao de osso cortical ser

incompleta durante essa fase, a consolidagdo € suficientemente rigida permitindo a
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restauracdo da funcdo. Meses e até mesmo anos apdés um trauma ortopédico séo
necessarios para que haja uma remodelagado do calo em osso estrutural e lamelar de
forma completa (Kenley et al., 1993).

Ainda no que diz respeito a formagdo Ossea, € importante distinguir os
termos osteogénico, osteoindutor e osteocondutor. Material osteogénico é aquele que
contém células que estdo comprometidas com fenoétipos osteoblasticos ou material que
estimulam células osteoprogenitoras e desencadeiam a maturacdo dos osteoblastos
induzindo a sua proliferacdo. Medula 6ssea e enxerto 6sseo autdégeno contém células
osteoprogenitoras e, portanto, sdo osteogénicos. Medula éssea, enxerto ésseo e matriz
O0ssea desmineralizada (DBM), contém fatores de crescimento que estimulam células
comprometidas. Por comparagdo, material osteoindutor estimula células
descomprometidas (células mesenquimais indiferenciadas) a se converter em células
condroprogenitoras e osteoprogenitoras. A distingdo entre proliferacao e diferenciagao
celular é que a primeira caracteriza osteogénese e a segunda caracteriza osteoindugao.
Proteinas 6sseas morfogenéticas sdo osteoindutoras. Medula éssea, enxerto ésseo, e
matriz 6ssea desmineralizada contém proteinas morfogenéticas e sao, portanto,
osteoindutoras assim como osteogénicas. Osteocondug¢do € um conceito importante e
que tem dois significados diferentes. Algumas referéncias usam esse termo para
descrever o processo através do qual o crescimento Osseo progride da fratura em
direcdo ao espago 0Osseo existente. Mais comumente, osteoconducgao refere-se ao
substrato que promove um depdésito favoravel a penetragdo vascular, infiltracdo e
fixagdo celular, formacao cartilaginosa e deposicao de tecido 6sseo calcificado.
Acredita-se, portanto, que a regeneracao 6ssea pode ser obtida através da combinagao
de materiais osteocondutores com osteogénicos e/ou osteoindutores. Todo material de
enxertia, que visa substituicao éssea, deve possuir ao menos um desses trés modos de
acao (Kenley et al., 1993).

Um quarto termo, osteopromocgao, refere-se ao principio de utilizar barreiras
mecanicas (membranas) que evitam a proliferagdo do tecido conjuntivo denso
adjacente em meio ao defeito 6sseo, permitindo que 0 mesmo seja povoado apenas por
células osteoprogenitoras (DAHLIN et al., 1988).

Biocompatibilidade, disponibilidade, osteogénese, osteoinducéo,

osteoconducdo e estabilidade mecanica sao as principais propriedades dos enxertos.
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Como poucas técnicas reunem todos estes requisitos de forma proporcional,
0 cirurgido necessita ter critérios de escolha. A biocompatibilidade dos enxertos
autégenos € indiscutivel. No entanto, devido a morbidade da area doadora e limitagao
da oferta, ainda existe uma busca constante de outros materiais que possam oferecer

algumas ou todas as vantagens dos enxertos autégenos (Kenley et al., 1993).

2.2- Enxertos 6sseos

Os enxertos 6sseos favorecem a consolidacdo d6ssea, provendo uma fonte
osteogénica, osteocondutiva, osteoindutiva, dependendo do tipo de material (FITCH et
al.,, 1997). Esses enxertos e seus substitutos tém um ou mais dos seguintes
componentes: células tronco indiferenciadas, fatores de crescimento e um arcabougo
estrutural. Cada um deles tem sido utilizado individualmente ou em varias combinacdes
no tratamento de defeitos 6sseos. As células tronco indiferenciadas sédo caracterizadas
por uma baixa taxa de crescimento, capacidade de regeneragcdo e habilidade de se
diferenciar entre as varias linhagens celulares. Elas substituem células que foram
perdidas pela senilidade ou por injuria. Os fatores de crescimento sdo proteinas que
induzem as células tronco a se proliferarem ou se diferenciarem em células tipo
osteoblasto. O arcabougo estrutural auxilia na diferenciagcdo das células tronco e,
embora nao osteogénico, pode aumentar esse potencial osteogénico das células tronco
e dos fatores de crescimento (PERRY et al., 1999)

2.2.1- Enxerto autélogos

O auto-enxerto de osso fresco € o mais efetivo em promover a consolidacao,
ja que proporciona células viaveis e elimina os problemas de histocompatibilidade e
transmissdo de doencas (GOLDBERG et al., 1987). Por outro lado, eles tém como
desvantagens: necessidade de dois tempos cirurgicos e ou dois procedimentos, colheita
e transplante (PINTO JUNIOR, 1990), exigéncia de um novo acesso cirdrgico e a

limitacdo em quantidade, aumento do tempo anestésico, risco de infec¢des e perda de
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sangue intra-operatéria (FITCH et al., 1997). Além disso, existem limitagbes como
complicagdes da ferida cirurgica, a perda de sensibilidade local e, o mais importante, a
dor crbnica no local da colheita. Esta ultima tem sido relatada como sendo superior a
trés meses em mais de 15% dos pacientes que foram submetidos a colheita de enxerto
iliaco (ARRIGTON, et al., 1996).

A limitagdo primaria da utilizagdo de auto-enxerto O0sseo esponjoso é a
quantidade de enxerto que € rapidamente obtida. Fontes de osso esponjoso sdo a crista
iliaca, a regiao distal do fémur e o trocanter maior, além da regido proximal da tibia e da
por¢ao craniolateral do umero (PERRY, 1999; FINKEMEIER, 2002). Estudos com
autoenxerto 0sseo esponjoso em caes evidenciaram que nos animais de porte médio e
grande, a colheita de osso esponjoso a partir da tibia € um procedimento seguro
(JOHNSON, 1986). A despeito de suas limitagbes, auto-enxertos 0sseos esponjosos
continuam a ser os mais efetivos meios pelos quais a consolidacdo 6ssea € alcancada
clinicamente. Ha evidéncias que osso de origem intramembranosa é mais osteoindutivo
que o de origem endocondral (PERRY, 1999).

As indicacdes para a utilizagado primaria de auto-enxerto esponjoso incluem:
preenchimento de defeitos corticais apds curetagem ou excisdo de cistos 0Osseos;
tumores ou infecgdes crénicas como um auxiliar em artrodeses de articulagdes
danificadas por traumas, doengas ou deformidades; para substituir fragmentos corticais
avasculares. Além disto, também sao utilizados para promover a consolidagao nos
casos de pseudo-artroses, em casos de ndo-unido ou unido retardada de fraturas,
associadas ou nao a osteomielite; como auxiliar no reparo de fraturas distais de radio-
ulna, particularmente em caes de pequeno porte, devido ao ténue suprimento vascular
desta regido; para restabelecer a continuidade de um osso severamente fraturado
(JOHNSON, 1986; ALEXANDER, 1987).

Na realidade, a melhor técnica para preenchimento dessas grandes falhas
Osseas seria através de enxertos autélogos devido ao seu poder de regeneracao e de
integracdo ao leito receptor, uma vez que tem um enorme potencial osteogénico e
osteoindutor. No entanto, face a limitacdo da quantidade de osso dispensavel do préprio
paciente para o preenchimento de grandes segmentos, torna-se, em certos casos,

inviavel esse procedimento (KENLEY et al., 1993)
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Os enxertos esponjosos sao o0s que tém maior capacidade de
revascularizacdo. Ja os enxertos corticais sdo mais utilizados como suporte mecanico.
O enxerto autdlogo ndo vascularizado é considerado como o meio biolégico mais facil e
seguro para enxertia, sendo a crista iliaca e a fibula os dois principais sitios doadores
(ENNEKING et al., 1980).

2.2.2- Enxerto Homélogo

Trata-se de transplante de osso de um individuo para outro da mesma
espécie. Uma fina camada de células periféricas, nutridas por liquido tecidual,
sobrevive. O enxerto necrosado € rapidamente permeado por fagoécitos e células
inflamatérias que removem o tecido necrético remanescente das células medulares. Isto
€ seguido por um crescimento de um tecido fibrovascular reparativo que revasculariza
0s espacos medulares necrotizados. Dentro de sete a dez dias, entretanto, o
crescimento fibrovascular, repentinamente trombosa e a revascularizagcdo é
interrompida. Esta interrupcdo abrupta da substituicdo 6ssea € causada por uma
interacdo imunoldgica entre antigenos de histocompatibilidade oriundos das células
sobreviventes do enxerto e anticorpos celulares formados pelo hospedeiro contra esses
antigenos, os quais produzem uma resposta inflamatoria, granulomatosa, que destroi as
conexdes vasculares entre enxerto e hospedeiro. Apds a rejeicao inicial dos
componentes celulares, um dos trés fatos abaixo pode ocorrer com a matriz do enxerto
homodlogo: quando a incompatibilidade imunoldgica entre o hospedeiro e o enxerto é
minima, o mesmo funciona como um arcabougo para uma eventual substituicio dssea;
quando a incompatibilidade é moderada, o enxerto permanece inerte com reparagao
apenas superficial; e, quando a incompatibilidade é severa, o enxerto é reabsorvido
sem reparagao nenhuma (ENNEKING et al., 1980).

A antigenicidade, com reacgdo tipo antigeno-anticorpo constitui o grande
aspecto desfavoravel. Porém os enxertos homodlogos tém a vantagem de estar
prontamente disponiveis nos bancos de ossos e evitam todos os transtornos causados
na area doadora dos enxertos autdlogos. As células do transplante sdo consideradas

antigénicas, enquanto que a matriz do transplante, a qual € composta de glicoproteinas,
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colageno e mucopolissacarideo, pode ou ndo ser antigénica. A ocorréncia de infecgao,
devido ao seu potencial como antigeno, contribui para a falha do enxerto homdlogo,
uma vez que nao tem defesa contra os microorganismos carreados através da cirurgia
ou contra aqueles que chegam através da corrente sanguinea no pds-operatoério. Desta
forma o enxerto funcionaria como um local de resisténcia diminuida e mais susceptivel
aos processos infecciosos. O osso homdlogo comportar-se-ia como espago morto ou
corpo estranho que nao é protegido pelo sistema imunitario (ENNEKING et al., 1980;
GARTNER et al., 2003).

A bacteriologia do enxerto homdélogo em banco de ossos foi estudada, tendo-
se constatado taxa de contaminacdo em cerca de 30% nos enxertos de cadaveres
(CHAPMAN et al., 1992).

2.2.3- Enxerto heterdélogo

Sao aqueles transplantados de um individuo de uma espécie para outra.
Sem excecao, todo tecido heterélogo desencadeia uma resposta imunogénica com
formacéao de anticorpos e rejeicdo do tecido transplantado. Tecido fresco transplantado
produz uma rejeicdo mais rapida e violenta do que aqueles preservados, mas ambos
sao rejeitados. Diversas tentativas foram feitas no sentido de diminuir ou eliminar essa
reacao antigénica através de técnicas quimicas e enzimaticas. Nos Estados Unidos, a
producdo de BOPLANT, que consiste de material ésseo extraido de bovinos e tratado
com detergentes, desengordurado com éter e criopreservado depois de liofilizado, foi
retirado de uso pela FDA, face aos constantes processos de rejeicdo. Histologicamente
sabe-se que os enxertos heterdlogos sdo rapidamente envolvidos por um tecido
antiinflamatério agudo e reabsorvidos no curto espago de tempo. Ao microscopio este
tecido inflamatério € composto por capilares, células mesenquimais primitivas, células
inflamatérias agudas e cronicas e osteoclastos. Os osteoclastos aglomeram-se nas
terminagdes do osso enxertado e ativamente o reabsorvem (ENNEKING et al., 1980).

O osso heterdlogo descalcificado pode constituir-se numa alternativa ao
enxerto 6sseo autdlogo (CHALMERS et al., 1959).

A implantagdo de osso em locais extra-0sseos, ora descalcificado e
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liofilizado, ora apenas descalcificado, levou a observacdo de que ambos acarretam
neoformacgao 6ssea apos 4 a 6 semanas (REDDi et al., 1971).

A comparagdo de enxerto 0sseo0 esponjoso com matriz dssea
desmineralizada, apds o preenchimento de falhas 6sseas em ulnas de coelhos, levou a
conclusao de que ambas tinham a mesma resisténcia (BOLANDER, 1986).

Resultados satisfatérios com a utilizacdo da matriz 6ssea desmineralizada
em po6 foram relatados (EINHORN et al., 1984).

A proteina 6ssea morfogenética também pode ser identificada na matriz
O0ssea de coelhos, na dentina e em tecido sarcomatoso, sob a forma de proteina de
baixo peso molecular e pode ser extraida usando-se hidrocloreto guanidina (URIST et
al., 1982).

Comparando-se o potencial osteogénico da matriz éssea desmineralizada
com o do enxerto autélogo, constatou-se, apds estudos radioldgicos, histolégicos e com
radioisétopos, que a matriz 6ssea desmineralizada em p6 era capaz de induzir a
formagdo de uma base cartilaginosa mesmo antes da osteogénese, considerando-se
esse fato como um processo mais fisioldgico, que poderia garantir um crescimento
0sseo mais rapido (GEPSTEIN et al., 1987).

A consolidacido de defeitos 6sseos em fémures de ratos apods utilizacdo de
BMP para preenchimento de falhas 6sseas de 5mm, demonstrou a formacdo de
cartilagem anterior a neoformagéo 6ssea propriamente dita (YASKO et al., 1992).

Importante observacdo foi feita ao se verificar que a proteina Ossea
morfogenética bovina utilizada em caes para preenchimento de falhas dsseas, induzia a
diferenciacao de células teciduais conectivas perivasculares em condroblastos e células
osteoprogenitoras, aumentando o processo de regeneragcdo Ossea das células no
endodsteo e periosteo (NILSSON et al., 1986).

O uso de hidroxiapatita porosa em conjunto com uma proteina osteoindutora
ou pérolas de "LACTOMER?” (copolimero de acido polilactico e acido poliglicélico), na
reconstrucdo de falhas Osseas no cranio de ratos constatou um aumento do
crescimento 6sseo naqueles onde foi adicionada a proteina morfogenética (UEDA,
1996).

Excelentes resultados foram obtidos com o preenchimento de cavidades

O0sseas na mao de pacientes portadores de lesdes dsseas cavitarias com enxerto 6sseo
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desmineralizado (VILAR, 2005).

Baseado nos dados disponiveis nos dias de hoje, sabe-se que a BMP possui
atividade osteoblastica e osteoclastica, facilitando a transformacdo em osso lamelar e
parecendo recapitular a seqiéncia do processo de reparacao de fraturas e formacéao
embriogénica do osso original e, portanto, prover subsidios para a terapia revolucionaria
da pratica ortopédica futuramente (WOZNEY, 2002).

2.2.4- Os biomateriais

Os biomateriais utilizados para substituir o tecido 6sseo atuam, assim como
os citados anteriormente, por trés mecanismos diferentes: osteogénese,
osteocondugéo e osteoindugdo. Na osteogénese, observamos que o material € capaz
de formar osso diretamente a partir de osteoblastos provenientes da area doadora; o
osteocondutor preenche o local da lesdo e conduz o desenvolvimento de novo tecido
0sseo através da sua matriz de suporte, podendo ser englobado pelo tecido de reparo e
fazendo parte do osso neoformado, além de ser reabsorvido simultaneamente por
tecido 6sseo. Podemos citar o colageno, a hidroxiapatita e o sulfato de calcio. O
material com capacidade osteoindutora auxilia a reparacdo da lesdo, induzindo a
formacédo de novo tecido 6sseo por mecanismo em que células mesenquimais se
diferenciam em osteoblastos. Como exemplos de materiais osteoindutores podemos
citar o osso autégeno, a matriz organica do osso humano ou bovino e os fatores de
crescimento (CARVALHO, 1997).

O desenvolvimento tecnoldgico possibilitou a incorporagdo em pesquisas de
materiais sintéticos desenvolvidos para uso em area da saude com a finalidade de
substituir a matéria viva cuja funcédo foi perdida. Biomateriais constituem qualquer
substancia sintética ou natural que pode ser utilizada como tratamento para substituicao
total ou parcial de qualquer tecido ou 6rgéo do organismo. O biomaterial ideal teria que
ser biocompativel com o tecido, ndo carcinogénico ou pirogénico, atdxico, além de
apresentar estabilidade quimica, resisténcia mecanica, elastica adequada e de baixo
custo (GUASTALDI, 2003).

Uma das definigbes correntes diz que biomateriais sdo materiais sintéticos ou
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naturais, sélidos, ou as vezes liquidos, utilizados em dispositivos médicos. Sao
enquadrados como biomateriais: préteses, lentes, enxertos, cateteres, tubos de
circulacdo extra-corpoérea e arcabougos empregados na engenharia de tecidos.
(ANVISA, 2005).

O requisito minimo para a implantacdo de materiais aloplasticos no interior
de tecidos bioldgicos € a biocompatibilidade. Qualquer material estranho colocado no
interior de tecidos vivos provoca uma resposta. Nao € a resposta em si, mas sua
extensdo, intensidade e duragdo que determinam a biocompatibilidade, ou seja, um
estado de mutua coexisténcia entre o material e o ambiente fisiolégico, sem que um
exerca efeito desfavoravel sobre o outro (AKAGAWA, et al., 1985).

Considera-se que a biocompatibilidade e capacidade de osseointegragdo nao
sao propriedades exclusivas da composi¢cdo quimica dos biomateriais, mas também de
suas propriedades fisicas. A maneira que o tecido hospedeiro responde ao biomaterial,
determinando o sucesso ou fracasso do implante, parece ser determinada pelas
caracteristicas fisicas da superficie, mais do que pela composi¢do quimica (BOSS,
1995).

No caso dos implantes intra-6sseos, espera-se que o material implantado
seja capaz de estabelecer um contato direto com o tecido 6sseo reparacional
(osseointegragao direta). Os biomateriais podem também estabelecer com o0 0sso
circundante uma integragcao indireta ou fibro-6ssea, quando uma capsula fibrosa se
interpde entre eles e a superficie do 0sso, 0 que é aceitavel apenas nos estagios iniciais
pos-implantagdo por ser desfavoravel a estabilidade dos implantes, em longo prazo
(BARROS, 2000).

A mamoneira (Ricinus Communis L.) € uma oleaginosa de grande
importancia no Brasil e no mundo. Produz um o6leo que é uma matéria prima de
aplicagcdes unicas na industria quimica, dadas as caracteristicas peculiares de sua
molécula que fazem do 6leo por ela produzido o unico 6leo vegetal naturalmente
hidroxilado. Além disso, sua composi¢do com predominancia de um unico acido graxo,
ricinoléico, confere-lhe as propriedades quimicas atipicas.

Além da vasta aplicacdo na industria quimica, a mamoneira € importante por
sua tolerancia a seca, o que a torna uma cultura viavel para a regidao semiarida do

Brasil, na qual sdo poucas as alternativas agricolas. Esta cultura, no entanto, ndo é
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encontrada apenas na regido semi-arida do Brasil, sendo, inclusive, plantada com
excelentes resultados em diversas regides do pais (BELTRAO et al., 2009).

A mamona é uma dicotileddnea da familia das Euforbaceaes. Planta tipica do
Brasil, seu 6leo contém 80% de trigliceridio do acido ricinoleico, e se caracteriza como
um poliéster. Possui trés moléculas do acido 12-hidroxi-oleico, e cada uma delas
apresenta um grupo hidroxila no carbono (IGNACIO, 1997).

Os polimeros constituem uma classe de materiais biocompativeis, naturais
ou sintéticos, sendo os mais empregados, dentre outros, os silicones, o acido polilatico,
0 acido poliglicdlico, a polidioxanona, o polietileno, o polipropileno, o metilmetacrilato e
as poliuretanas. Podem ser processados por diferentes modos de elaboragcéo em fibras,
materiais de sutura, hastes, parafusos, placas e grampos (IGNACIO, 1997).

Como a mamona existe em grande abundancia no territério brasileiro e
apresenta grande potencial 6leo-quimico, pode garantir o fornecimento de polidis e pré-

polimeros a partir de acidos graxos em grande escala. (IGNACIO, 1997).

O acido ricinoléico é o principal componente do 6leo da mamona, sendo
inimeras as suas aplicagdes. Além de purgativo, o 6leo de ricino pode ser utilizado na
fabricacéo de tintas, corantes, anilinas, desinfetantes, germicidas, 6leos lubrificantes de
baixa temperatura, colas e aderentes, nailon e matéria plastica. O éleo pode ainda ser
utilizado na producédo de biodiesel e como base na manufatura de cosméticos e de
muitas drogas farmacéuticas (DE OLIVEIRA et al., 2005; COSTA, et al., 2004).

O d6leo da mamona, obtido por prensagem das sementes, constitui a
substancia precursora de um polimero e de uma solu¢gdo composta por ésteres do acido
ricinoleico, denominada detergente do 6leo da mamona (FERREIRA, et al., 1999).
Implantes de resina de mamona tém se mostrado compativeis no interior de o0ssos
longos em coelhos (IGNACIO, 1997), em cavidades alveolares em ratos (CARVALHO,
1997) e em ossos de cdo em fase de crescimento (MARIA et al., 2001). O detergente
derivado do 6leo da mamona, por sua vez, apresentou propriedade antimicrobiana no
tratamento de dentes com necrose de polpa e a atividade bactericida desta substancia
foi semelhante a do hipoclorito de sédio (FERREIRA, et al., 1999).

O polimero derivado do 6leo de mamona possui uma féormula molecular que

tem mostrado compatibilidade com os tecidos vivos, apresentando aspectos favoraveis
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em suas caracteristicas bioquimicas. Possui também excelentes propriedades
estruturais, além de n&o liberar vapores e radicais tdxicos quando implantados e ser de
baixo custo (CHIERICE, 1994).

O polimero pode ser processado sem carbonato de calcio, mas a sua adigao
€ que confere os melhores padrdes de resisténcia e elasticidade em relacdo ao tecido
0sseo, além de fornecer calcio na regido da interface osso/polimero quando implantado,
estimulando assim a biointegragdo (CLARO NETO, 1997).

A poliuretana da mamona poderia ser utilizada na forma pura ou em
associagao com o carbonato de calcio, que facilitaria as trocas i6nicas na interface
osso-resina, aumentando, assim, os niveis de dissolugdo celular e facilitando sua
degradacao (CHIERICE, 1994).

Na composi¢ao quimica dessa material existe uma cadeia de acidos graxos
cuja estrutura molecular esta presente nas gorduras existentes no corpo humano. Por
isso, as células ndo “enxergam” a resina de mamona como corpo estranho e nido a
repelem (CHIERICE, 1994; ERENO, 2003).

O polimero de mamona acrescido de calcio permite a ocorréncia de
osteogénese e osteocondugdo com formacdo progressiva de 0sso novo,
principalmente quando adicionado de células tronco. Permite, também, a migragao
de capilares de tecidos perivasculares e células osteoprogenitoras em um
processo inicial de tecido fibrovascular, invadindo a estrutura porosa superficial,
seguido da deposicao direta de osso. Esse acarbougo passivo também se
comporta como um espacador osteocondutor. O implante € biocompativel e ndo é
capaz de osteoinducéo (LEONEL et al. 2003).

Foi o quimico francés Charles Adolphe Wirtz que, em 1848, descobriu que os
grupos isocianatos reagiam quantitativamente com os grupos hidroxilas primarias,
dando origem a grupos uretanos. Essas reacgdes, durante muitos anos (quase um
século) permaneceram como simples experimentos de laboratorio, até que em 1937,
quando o alemao Dr. Otto Bayer conseguiu que o produto se impusesse na pratica,

levando o poliuretano a escala industrial (VILAR, 2005).
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Figura 1 — Reacgao genérica de obtengao de poliuretano
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Assim, o poliuretano é considerado um dos polimeros mais populares do
mundo atual, com uma grande e crescente atuagao no mercado nas mais diversificadas
areas. Sem falar nas propriedades fantasticas que se podem obter nesse material
quando sintetizado a partir de 6leo vegetal, ganhando a denominagdo de biomaterial
devido as suas propriedades biocompativeis e biodegradaveis (VILAR, 2005). O
sucesso do biopolimero também é explicado pela compatibilidade que ele tem com o
organismo humano (RAMALHO, 1998).

Trabalhos vém demonstrando que esse polimero, quando implantado em
falhas 6sseas, pode receber no interior dos seus poros a invasao de vasos sanguineos,
0 que promove o crescimento de células que vao recompondo o0 0sso original em
substituicdo ao polimero, ou seja, este vai sendo metabolizado e em seu lugar ocorre
um crescimento o0sseo (CARVALHO, 1997; ERENO, 2003; FRASCINO, 1998;
IGNACIO, 1997; LEONEL, 2003; MARIA et al., 2001).

OHARA et al. (1995) estudaram experimentalmente a bio-compatibilidade da
resina de mamona quando implantada intra-0ssea e intra-articular no joelho de 15
coelhos, respectivamente na forma de corpos de prova com calcio e em gel. Os animais
foram sacrificados apds os periodos de 3, 15 e 40 dias. O polimero derivado da
poliuretana de mamona n&o causou reacgao inflamatéria tardia da regiao sinovial quando
implantada no espaco intra-articular, ndo sendo observado crescimento bacteriano nas
culturas do liquido sinovial realizadas apos 03 dias da implantacdo. Ja a colocacédo da
mamona intra-0ssea evolui em trés fases: a hemorragica e de tecido de granulagao aos
03 dias; a de reagao conjuntiva fibrosa aos 15 dias; e a de ossificagdo aos 40 dias, sem

que ocorresse a presenca de células gigantes ou sinais de granuloma tipo corpo
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estranho em nenhum caso.

VILARINHO et al (1996) realizou-se o estudo do comportamento dos tecidos
da camara anterior do olho, frente aos implantes de resina de poliuretana vegetal
acrescida ou ndao de CaCO3; em camundongos machos com 60 dias de idades, com a
finalidade de verificar a sua biocompatibilidade, a possivel reagcédo inflamatéria e a
inducdo de ossificacdo pela presenca ou nao de carbonato de calcio, através de
estudo histologico. Os resultados mostraram que a resina de poliuretana vegetal é
bem tolerada pelos tecidos da camara anterior do olho, havendo uma reacéao
inflamatéria inicial que diminui com o passar do tempo. A reacdo dos tecidos foi
semelhante em ambas as formulacdes e a presenca de células multinucleadas pode
propiciar a reabsor¢cao do material que sera muito lenta.

IGNACIO (1997) utilizou do cimento derivado do polimero de mamona no
preenchimento de falhas 6sseas de 2 cm em radios de coelhos. Os animais foram
divididos em quatro grupos e sacrificados apos 2, 4, 8 e 16 semanas de observacéo. Os
resultados obtidos por meio de analises radiografica, macroscopica e histologica
indicaram que o processo de neoformagao dssea foi gradual, progressivo e organizado,
ocorrendo a partir das interfaces cimento/osso, proximal e distal, em direcdo a regiao
central do material, iniciando-se por um processo inflamatério decorrente da agressao
produzida pelo ato cirurgico e que diminuiu paulatinamente. A formacéo fibroblastica foi
substituida por lamelas 6sseas ao longo do tempo, que praticamente uniram-se na
regido central do cimento do grupo de 16 semanas. Observou-se também,
histologicamente, um neo-peridésteo cobrindo o tecido ésseo neoformado. Os resultados
evidenciaram que o material foi biocompativel e, além de n&o apresentar reacéao tipica
de corpo estranho, permitiu a osteoconducgao.

SOUZA, entre janeiro de 2000 e maio de 2002, operou 22 pacientes com
lesbes Osseas tumorais benignas agressivas e malignas. As cirurgias ocorreram no
Servigo de Ortopedia Oncoldgica do Departamento de Cirurgia do Hospital de Cancer
de Pernambuco. Todos os pacientes foram submetidos a ressecgao femoral com
critérios oncoldgicos €, no mesmo ato cirurgico, reconstruidos com biomaterial a base
do polimero da mamona em forma de blocos pré-fabricados. De acordo com a avaliagéo
funcional e considerando os pacientes na sua totalidade, ap6s seguimento minimo de 26 e

maximo de 147 semanas, obteve-se 7 (35%) resultados excelente, 4 (20%) bons, 4 (20%)
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regulares e 5 (25%) falhas. Se, no entanto, considerar-se apenas os casos de tumores ao
nivel do joelho, que correspondem a 19 (95%), constata-se 6 (31,6%) resultados excelentes, 4
(21%) bons, 4 (21%) regulares e 5 (26,3%) falhas. Considerando-se apenas os oitos casos
benignos agressivos, obteve-se trés (37,5%) avaliados como excelentes e trés (37,5%) bons.
Um paciente foi avaliado regular (12,5%) e um como falha total (12,5%). Baseado nos
resultados clinicos obtidos a curto e médio prazos e, comparando-os com outros
encontrados na literatura, considerou o polimero da mamona como uma alternativa
viavel para reconstrucdo de falhas éOsseas pds ressecgdao de tumores benignos
agressivos e malignos.

IGNACIO et al. (2002) realizaram um estudo experimental em caes, onde foi
utilizada a poliuretana da mamona nas formas compacta e porosa no preenchimento
de falhas Osseas. Com isso, puderam concluir que tal material se apresenta
biocompativel com os tecidos, mas comportou-se como um espagador bioldgico,
preenchendo a cavidade, mas sem osteointegracao.

MARIA et al (2004) estudaram a poliuretana da mamona em defeitos
produzidos experimentalmente na por¢céo proximal medial da tibia de caes normais em
fase de crescimento. Utilizaram nesse experimento, 12 caes, subdivididos
aleatoriamente em 3 grupos com mesmo numero de animais, utilizando o mesmo
tratamento, mas com analise histopatologica aos 30 (Gl), 60 (Gll) e 90 (GlIl) dias. A
avaliagao clinica demonstrou n&o ter havido rejeicao do implante.

SARAN (2006) analisou da interface entre o implante derivado do polimero
da mamona com o canal medular 6sseo, em 44 coelhos da linhagem Nova Zelandia
albinos, divididos em dois grupos, sendo o Grupo |, composto por 12 animais controle,
cujas fresagens do canal medular foram produzidas bilateralmente nas tibias e nao
preenchidas, o Grupo 2, com 30 animais, cujos canais medulares da tibia, apos
fresagem, foram preenchidos bilateralmente com os cilindros derivados da poliuretana
da mamona. Os 30 animais foram divididos aleatoriamente em 3 subgrupos
experimentais (G2a, G2b e G2c) de 10 animais, conforme as datas de eutanasia pre-
determinadas em 90, 120, 150 dias ap6s o ato operatério. Decorridos os periodos
programados, os animais foram eutanasiados, as peg¢as removidas e submetidas ao
processamento histolégico. A analise histologica foi realizada, mostrando que o

polimero é biocompativel, osteoindutor e osteoconndutor.

41



DIAS (2007) avaliou histologicamente a reacéo dos tecidos circunjacentes ao
implante de membrana de polimero de mamona. Foram utilizados 4 macacos prego
(Cebus apella) com peso médio de 2 kg e idade entre 7 e 8 anos. Foram realizadas
fraturas dos ossos nasais dos animais, que receberam, no ferimento cirurgico, o
implante pré-confeccionado do polimero de mamona. Apds periodo de 270 dias, os
animais foram sacrificados e os espécimes processados e corados com Hematoxilina e
Eosina, Tricromio de Masson, e Picro Sirius. Na analise histologica, nao foi observada
reagao tipo corpo estranho e foi encontrada progressiva formagao e maturagao ossea,
concluindo que a membrana do polimero foi biocompativel.

LAUREANO (2007) analisou histologicamente o efeito de uma matriz éssea
desmineralizada de origem humana e de uma resina poliuretana derivada do dleo da
mamona sobre 0 processo de reparagao 6ssea. Foram utilizados 24 coelhos e em cada
calvaria foram preparadas duas cavidades cirurgicas, sendo uma do lado direito e a
outra do lado esquerdo da sutura parietal. Os animais foram divididos em dois grupos.
No grupo |, a cavidade experimental (lado direito) foi preenchida com a matriz 6ssea
desmineralizada de origem humana, enquanto no grupo |l a cavidade experimental foi
preenchida com a poliuretana derivada do 6leo de mamona. As cavidades de controle
foram preenchidas apenas com o sangue do animal. Os animais foram sacrificados nos
periodos pos-operatérios de 4, 7 e 15 semanas. A analise histoldgica revelou que tanto
0 grupo controle quanto os grupos | e Il apresentaram um aumento na neoformagao
0ssea ao longo do tempo, sendo que esta reparagado se deu mais rapidamente no grupo
controle, mesmo mostrando diminuigdo importante na espessura. Ambos os materiais
apresentaram-se biocompativeis, sendo a poliuretana reabsorvida mais tardiamente e
considerada de melhor resultado em relagdo ao outro material empregado.

FRAZILIO (2007) realizou um estudo morfolégico comparativo do implante do
polimero de mamona e enxerto 6sseo autégeno em articulagdo de caes, com o intuito
de verificar a viabilidade de uma técnica alternativa na corregao cirurgica da luxagao
medial de patela. Métodos: Dezesseis caes adultos foram distribuidos em dois grupos
de oito animais. Os animais foram subdivididos em dois subgrupos com quatro animais
em cada um, conforme a avaliacdo de 30 e 90 dias, sendo chamados GI-30, GI-90, GlI-
30 e GII-90. No grupo | (poliuretana) - foi feito o aprofundamento da troclea femoral

direita com implante da prétese de polimero de mamona, que foi comparado com o
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grupo Il (controle) - em que se realizou o aprofundamento da tréclea femoral esquerda
com o implante de enxerto ésseo cartilaginoso autégeno. Os animais foram sacrificados
apo6s 30 e 90 dias e as pegas anatdmicas foram avaliadas macro e microscopicamente.
Resultados: Nao foi observada osteointegragdo no grupo polimero de mamona. Houve
reabsorcdo do enxerto ao longo do periodo experimental e auséncia de células
inflamatérias nos periodos analisados. Conclusdo: Os resultados mostraram que o
polimero de mamona auxiliou no processo cicatricial, permanecendo biotolerante,
porém sem osteointegragao, podendo ser usado em articulagbes sendo uma alternativa
para o preenchimento dsseo.

A literatura mostra comportamentos diferentes desse biomaterial em cirurgias
experimentais com animais, incentivando a idéia de testar seus resultados, uma vez

gue o mesmo ja é utilizado nas areas médica e odontoldgica.
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3- Objetivos

O objetivo deste trabalho foi a de realizar um estudo avaliando:

1- O polimero de mamona em sua forma pré-fabricada com 30% de CaCO3

em sua composicao e comprovar suas caracteristicas biocomportamentais.

2- A reagao dos tecidos conjuntivo e ostedide ante a utilizagdo do referido

biomaterial.

3- A acomodacgao do tecido muscular frente ao polimero de mamona.
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4- MATERIAL E METODO

Este trabalho foi previamente analisado e aprovado pela Comissdo de Etica
da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

O estudo experimental animal foi realizado no biotério do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP no periodo
compreendido entre 18 de setembro de 2007 a 22 de outubro de 2009.

Para o estudo foram utilizados quinze ratos machos Wistar SPF, com oito
meses de idade e peso medio entre 400 e 500 g.

Os animais foram mantidos, antes e durante o periodo experimental, em
biotério adequado, dentro de gaiolas individuais de 30 x 50 cm de tamanho, recebendo
alimentagéao solida com ragao apropriada e agua ad libitum.

O biotério apresentava manutencédo controlada das condi¢des ambientais,
como umidade relativa do ar, nivel de ruido, temperatura média e iluminacéo.

Os 15 animais foram subdivididos em trés grupos compostos de cinco

animais, denominados de grupos G1, G2 e G3, esquematizados na tabela abaixo.

Tabela 2: Grupo experimental

Total
15 animais
N=15
[ 1
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 1
N=5 N=5 N=5
Eutanasia 30 dias Eutanasia 30 dias Eutanasia 30 dias
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O peso animal mediano e peso de grupo mediano foram relacionados

conforme abaixo:

Tabela 3- Controle de peso dos animais

Grupos G1 G2 G3

N’ de ratos 5 5 5
Minimo 0,476 Kg 0,451 Kg 0,459 Kg
Maximo 0,649 Kg 0,584 Kg 0,579 Kg
Média 0,562 Kg 0,517 Kg 0,519 Kg

Todos os animais do experimento receberam o bloco de polimero vegetal
derivado do 6leo de mamona, com dimensdes padronizadas de 10 x 5 x 1 mm, como
material aposicional em regido de fémur direito.

Foram utilizados para a fixacdo do polimero nos fémures dos animais, micro-
parafusos de titanio de 1,5 x 8,0 mm, com suporte de uma chave de fenda cruciforme.

Os periodos de avaliagao foram trinta, quarenta e cinco e sessenta dias pos-
operatorios, respectivamente para os grupos G1, G2 e G3.

O polimero de mamona foi gentilmente cedido pela empresa Poliquil -
Araraquara, SP.

O material em questao sofreu processo de esterilizagdo por gas de 6xido de

etileno pela empresa Sterileno - Sorocaba, SP.

4.1- Animais e Anestesia

Para a viabilizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram
submetidos a anestesia geral, com administracdo intraperitoneal de medicagao
anestésica de cloridrato de ketamina, na dose de 0,9 ml/kg, em associacdo com
cloridrato xilazina (sedativo-analgésico) na dose de 0,5ml/kg, produzindo uma

anestesia dissociativa e cataléptica.
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Figura 2 — Anestesia intra-peritoneal

Aguardado um periodo aproximado de 10 minutos, os animais ja estavam em
condi¢Oes de se submeter ao procedimento cirurgico.

Foram entdo posicionados dorsalmente na mesa operatoria, sofreram
tricotomia na regido de acesso em regido femoral, realizando-se antissepsia com

polivinilpirrolidona iodo (PVPI tépico) e entdo foram cobertos com campo fenestrado.

Figura 3- Tricotomia da regido a ser operada
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Figura 4- Antissepsia local com PVPI.

4.2- Técnica Cirargica

Apos isso, realizou-se uma incisédo inicial linear de aproximadamente 3 cm na

pele do animal, na regido do fémur, com lamina de bisturi n°® 15.

Figura 5- Isolamento do campo e incisdo linear de acesso.
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Em seguida, nova incisdo realizada em regido muscular, seguida de divulsao.

Figura 6 — Incisdo em regidao muscular.

Com o auxilio de um descolador de Freer, foi feita uma cuidadosa dissecgéo,
expondo a superficie 6ssea. Utilizando-se broca 1,5 mm, em motor de baixa rotagéo e
abundante irrigacdo com solugdo salina, foi realizada uma perfuragao, transfixando o

fémur, onde sera fixado o bloco de polimero de mamona.

Figura 7 — Exposicao e perfuragdo do fémur.
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Com uma broca esférica n° 8, em motor de baixa rotacdo e irrigagédo

abundante com solucdo salina, foi removido parcialmente o osso cortical,

proporcionando um leito para a acomodagao do polimero.

Figura 8 — Decorticagédo do fémur.

O polimero foi implantado e fixado com um micro-parafuso de 8,0 x 1,5 mm.

Figura 9 — Instalagdo do polimero com micro-parafuso de titdnio montado em chave de

fenda cruciforme.
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Apos verificada a adequada acomodacao e estabilidade do material,

prodedeu-se os procedimentos de suturas.

Figura 10 — Fixag&o do polimero de mamona no fémur.

A sutura foi iniciada pelo tecido muscular com fio bioabsorvivel categut

simples 4-0 e, posteriormente, a pele com fio de seda 3-0.

Figura 11 — Suturas do plano profundo realizadas.
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Figura 12 — Suturas finalizadas.

Nao foi realizado qualquer tipo de imobilizagao interna ou externa. No pds-
operatério e utilizou-se, como profilaxia a infecgbes, Ampicilina sédica numa dose de

1ml/kg por via IM, imediatamente apds o procedimento cirurgico .

4.3- Periodo de Proservagao

Os animais dos trés grupos, G1, G2 e G3, foram preservados
respectivamente por trinta, quarenta e cinco e sessenta dias, isolados em gaiolas

individuais e alimentados com ragao sélida agua ad libidum.

4.4- Preparo das Pecas Anatomicas

A eutanasia ocorreu por super-dosagem de anestésico geral ketamina em
associagao com xilazina (ambas trés vezes superior a dose indicada), levando a uma
parada cardio-respiratéria. Um total de cinco animais de cada grupo foram sacrificados
em cada periodo pré-estabelecido. As areas operadas foram expostas e examinadas

atentamente para avaliacdo de sinais macroscopicos de inflamagao e/ou infecgdo. As
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pecas foram manipuladas e removidas cuidadosamente por meio de ostectomia com
brocas laminadas tronco-cénicas n°® 701 em baixa rotagao, irrigadas abundantemente

com solugdo salina, mantendo distancia de 10 mm das bordas do polimero.

Figura 13 — Exposicéo da peca anatdbmica para remogao.

Figura 14 — Pega anatdomica removida.
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4.5- Fixagao das Pecgas anatomicas

ApoOs a remogao das pecas, as mesmas foram colocadas em solugcdo de

Formol 10%. De um total de quinze pegas obtidas, todas foram processadas para

analise histoldgica.

Foram utilizados os seguintes critérios para a analise histologica:
800 ml agua destilada

200 ml acido cloridrico

10 g tartaro de sédio

15 g tartaro de sédio e potassio

Tempo de descalcificacédo: 48h

Apos esse procedimento, os fragmentos foram encapsulados e seguiram

para processamento conforme protocolo estabelecido, utilizando-se:

Coloragao de hematoxilina e eosina:

Estufa

Desparafinizacao — xilol I, Il e 11l

Desparafinizacéo — alcool I, Il e Il

Coloracao — hematoxilina ( 1 minuto 30 segundos) — eosina ( 5 segundos)
(lavar em agua corrente por 5 minutos)

Desidratacao (apenas lavagem) e passagem por alcoais |, I, lll, IV e V
Diafanizacao — xilol | e Il

Montagem com resina e laminula.

4.6- Descalcificagao e Diafanizagao

O processo de descalcificacdo consiste na remogao do calcio tecidual, sem

alteragdes nas estruturas celulares .
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No total, quinze pegas foram submetidas ao processo de descalcificagao.
Apods a descalcificacdo, as pecas foram preparadas para a inclusdo. Primeiramente foi
feita a desidratacdo, que consiste na retirada do conteudo aquoso do interior das
células. Em seguida, foi realizada a diafanizagéo, que tem por finalidade preencher os
espacos anteriormente ocupados por agua e permitir a penetragdo da parafina em

todos os intersticios do tecido.

4.7- Inclusao e Corte

A partir desse momento, as pecgas foram incluidas em parafina (60° C).

Uma vez preparados os blocos de parafina foram submetidos a cortes em
micrétomo, na espessura de cinco micrometros, e estendidos em banho-maria a 45° C;
em seguida foram colocados nas laminulas, e estas, por sua vez, foram colocadas em

estufa para secagem.

4.8- Processo de Coloragao

Os cortes foram submetidos aos processos de coloragdo com HE.

4.8.1- Técnica de coloragdo com Hematoxilina e Eosina

O procedimento de coloracédo consiste na limpeza das laminas por meio de
sua imersao em xilol (I) por quinze minutos e em xilol (lI) por quinze minutos.
Prossegue-se por passagens sucessivas em alcool 100%, alcool 95% e alcool 70%,
intercalando cada banho com lavagem em agua corrente por cinco minutos. Apos cada
imersao, removem-se 0s excessos das substancias envolvidas apenas escorrendo-as.

Apods o banho nessas solugoes, é feita a coloragdo em hematoxilina de Harris
por quatro minutos, seguida de nova lavagem em agua corrente por sete minutos para

remocao dos excessos do corante. Na sequéncia, é feita a imersao em Eosina por um
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minuto e lavagem em agua corrente para remog¢ao dos excessos.
Segue-se com imersdes rapidas em alcool 95% (duas vezes), alcool 100%
(duas vezes), xilol | e Il (quinze minutos em cada solugéo) e, finalmente, imersdo em

solugao de xilol Ill, até a montagem das laminulas utilizando-se Permount.

4.9- Analise histolégica

A analise histolégica a microscopia optica foi realizada empregando-se um
microscopio Olympus BX50.
A analise foi realizada comparando-se os trés grupos utilizados no

experimento, expostas em resultados.

4.10. ESTATISTICA.

Para analise dos dados, foi utilizado o software Medcalc versao 12.1
(Medcalc, Mariakerke, Bélgica). As variaveis analisadas foram infiltrado hemorragico,
infiltrado inflamatério e formacgao de tecido osteo-condréide. Os valores P<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes, desconsiderando-se a hipotese nula (Ho).
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RESULTADOS
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5- Resultados
5.1- Avaliagao clinica dos animais

Os animais foram avaliados inicialmente com relagcéo ao grau de claudicagéo,
do 1° ao 15° dias pds-operatdrio. Foram avaliados em 4 graus, de acordo com Braden &
Brinker, para acompanhar a recuperagao clinica do membro inferior.

No 1° dia pos-operatério, 73% dos animais ndo usavam nem apoiavam 0O
membro e, ao 15° dia, 80% deles ja usava o membro operado naturalmente, de acordo

com a tabela abaixo:

Tabela 4: Avaliagcéo do grau claudicagao (Braden & Brinker)

15 = 2

14 %

13

12

11 | | B
2> 10
= B 5
e o
3
o -
o
w i

1 3

5 10 15

_~NWPAhOIONOO

Dias apos a cirurgia

B Nao usa nem apdia o membro.

B Pouco funcional. Apdia o membro quando parado, eleva quando
corre. Nao sustenta o peso do corpo.

[1 Uso funcional do membro. Sustenta parcialmente o peso do corpo.

Membro normal, sem alteragbes. Caminha e corre e sustenta o peso

corporal.
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Também foi realizada uma avaliacdo do edema pds-operatério do membro

inferior, do 1° ao 5° dias de proservacgao, conforme abaixo:

Tabela 5 — Avaliagao do edema pés-operatorio

15

14

13

12

11

> 10
1 3

Dias apods a cirurgia

STewIu

“NNWNOONOO©

5

B Edema pés-operatério importante.
B Edema pos-operatoério discreto.

[] Edema pos-operatorio desprezivel

5.2- Avaliagdao macroscopica

Ao exame dos trés grupos, foi possivel identificar a regiao da acomodagéao do
polimero em todos os animais.

Foi observada a presenca de tecido fibroso envolvendo a pega implantada e
a quantidade deste tecido diminuiu com o tempo de avaliacdo. Nao houve formacgao de
aderéncias ao tecido muscular adjacente.

O polimero, em todos os animais, encontrava-se na posi¢ao de implantacao.
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5.2.1- Grupo G1 (30 dias)

Fémur

Polimero

Figura 15 — Pega anatdbmica para processo de descalcificagdo grupo G1 (30 dias).

Polimero

Fémur

Figura 16 — Pega anatdbmica em cortes grupo G1 (30 dias).
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5.2.2- Grupo G2 (45 dias)

Polimero

Fémur

Figura 17 — Pega anatdbmica para processo de descalcificagdo grupo G2 (45 dias).

Polimero

Fémur

Figura 18 — Pega anatdbmica em cortes grupo G2 (45 dias).
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5.2.3- Grupo G3 (60 dias)

Polimero

Fémur

Figura 19 — Pega anatdbmica para processo de descalcificagdo grupo G3 (60 dias).

Polimero

Fémur

Figura 20 — Pega anatdbmica em cortes grupo G3 (60 dias).
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5.3- Avaliagao microscépica

A intengdo é avaliar a proliferagcao de tecido conjuntivo e osteo-condréide na

interface osso-polimero.

5.3.1- Grupo 30 dias

Observou-se atividade osteogénica, com discreta penetragdo de tecido
conjuntivo na pega implantada em todos os animais.

N&o se observou a presencga de células ostedides nesse grupo de animais.

Notou-se, porém, presenga de tecido conjuntivo denso ao redor do polimero,
sem associagao com células inflamatérias. Esse tecido era continuo com o tecido 6sseo
receptor, notando-se a presenca de fibras colagenas neoformadas, fibroblastos,

capilares sanguineos e alguns macrofagos em todos os animais desse grupo.

Figura 21 — Histologia grupo G1 (30 dias) — Imagem 1

Nota-se proliferacdo de tecido conjuntivo (1) circundando os poros

do polimero de mamona (2).
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Figura 22 — Histologia grupo G1 (30 dias) — Imagem 2

E possivel observar a proliferacdo de tecido conjuntivo (2) ao redor de

fragmento polimero de mamona (1).

5.3.2- Grupo 45 dias

O polimero estava integro nos animais deste grupo. Apresentava-se com
poros de varios tamanhos, envolto por tecido fibroso, com infiltrado inflamatério
moderado, sem indicios de reabsor¢cdo. Em alguns animais, entre o tecido 6sseo e o
material implantado foi observada moderada faixa de tecido conjuntivo, exibindo feixes
de fibras colagenas e crescimento 6sseo imaturo.

Observada discreta invaginagdo de células osteoblasticas pelos poros do
implante. Houve presencga de tecido conjuntivo, neovascularizagéo e células gigantes

multinucleadas.
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Figura 23 — Histologia grupo G2 (45 dias) — Imagem 1

Proliferacédo de tecido conjuntivo (2) ao redor de fragmento polimero (1).

Figura 24 — Histologia grupo G2 (45 dias) — Imagem 2

E possivel observar a proliferacdo de tecido conjuntivo (1) ao redor de

fragmento polimero de mamona (2).
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5.3.3- Grupo 60 dias

Nesse grupo observou-se progressao da proliferacdo de células osteo-
condréides na interface entre osso e polimero implantado, principalmente a partir dos
fragmentos receptores.

Notamos a existéncia de extensas areas apresentando tecido conjuntivo
neoformado que permeia a musculatura de modo nao uniforme, predominantemente
com interface bem delimitada entre o tecido muscular e o tecido 6sseo neoformado.
Foram observados pontos de calcificagdo na superficie e interior do polimero, nos
cortes longitudinais superficiais. De permeio ao tecido conjuntivo, notamos material
focal, amarelado bi-refringente, espiculado, (resquicios do polimero).

Observamos também nitida ossificagdo endocondral a partir do tecido
conjuntivo em certas areas, com presenga de neoformagado de matriz condréide e
ostedide. Nao foi observada reacdo inflamatéria na area do implante, porém foram
notados sinais de degradagao parcial do polimero. Observou-se o envolvimento do
polimero por tecido fibroso, com preenchimento dos poros superficiais por tecido fibroso
e 0sseo e a presenca de neovascularizagdo partindo do proprio osso. Em algumas
areas, o polimero tinha aspecto poroso, com poros largos, permeado por tecido
conjuntivo. Nao havia granulomas de corpo estranho. Tecido fibroso maduro foi
observado em algumas areas em quantidade leve a moderada. Coldnias bacterianas
nao foram observadas.

Macrofagos foram encontrados em todos os periodos analisados juntamente
com fragmentos do polimero de mamona, sendo estas células uteis na degradagao do
material implantado e relacionadas com a fibroplasia e neo-angiogénese. Isto ocorre
porque os macréfagos sao capazes de liberar substancias que fazem com que células

mesenquimais se acumulem e proliferem no local do defeito.
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Figura 25 — Histologia grupo G3 (60 dias) — Imagem 1
Nota-se a proliferagéo e invaginagao de tecido conjuntivo (1) por entre
os poros (2) delimitado pelo polimero de mamona (3).

Figura 26 — Histologia grupo G3 (60 dias) — Imagem 2

E possivel observar a proliferacdo de tecido conjuntivo (1) justaposto
as trabéculas do polimero de mamona (2).
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Figura 27 — Histologia grupo G3 (60 dias) — Imagem 3
E possivel observar a proliferacdo de tecido conjuntivo (2) no interior

do trabeculado protético do polimero de mamona (1).

Figura 28 — Histologia grupo G3 (60 dias) — Imagem 4

E possivel observar a proliferacdo de tecido conjuntivo (1) englobando

completamente o fragmento do polimero de mamona (2).
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Figura 29 — Histologia grupo G3 (60 dias) — Imagem 5

E possivel observar nitidamente, na inter-face osso (2) / polimero (3), a
proliferacao de tecido osteo-condréide (1) advindo da diferenciagcéo

celular de tecido conjuntivo (4).

5.4- Resultado Estatistico

Metodologia:

As variaveis continuas foram expressas em média com desvio padrdo. As
variaveis discretas foram expressas pela frequéncia. Para comparar as variaveis
discretas nos diferentes periodos de enxertia do material foi aplicado o teste do qui-
quadrado (X?).

Para analise dos dados foi utilizado o software Medcalc versdo 12.1
(Medcalc, Mariakerke, Bélgica).

O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Foram comparados, estatisticamente, as variaveis infiltrado hemorragico,
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infiltrado inflamatorio e formacéo de tecido osteo-condrodide.

Com relacdo ao infiltrado hemorragico, aplicando-se o teste X? nos diferentes
periodos de acompanhamento, observamos o escore P = 0,17 (P > 0,05). Assim a
hipétese nula (Hy) ndo é desconsiderada, indicando que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos analisados para essa variavel.

O mesmo ocorre com relacdo a variavel infiltrado inflamatério. O teste X2
indicou P = 0,6294 (P > 0,05). Assim a Ho também ndo é desconsiderada, indicando
que nao ha diferenga estatistica significativa, para essa variavel, entre os trés grupos
analisados.

Porém, a avaliacdo da variavel tecido osteo-condroide, no teste X2, indicou P
= 0,0138 (P < 0,05). Nessa situagdo a Ho é desconsiderada, indicando diferenca
estatistica significativa dessa variavel na avaliacdo dos grupos G1, G2 e G3, onde o 3°
grupo mostra a formagao desse tecido de forma mais intensa quando comparado aos
outros grupos.

Detalhes podem ser observados nas tabelas seguintes.

5.4.1- Infiltrado Hemorragico

Tabela 6 — Analise estatistica - infiltrado hemorragico

Grupo Infiltrado Hemorragico
(30 DIAS) (45 DIAS) (60 DIAS) Total

NULO 0 1 3 4 (22.2%)
DESPREZIVEL 1 1 2 4 (22.2%)
LEVE 1 3 1 5 (27.8%)
MODERADO 2 1 0 3 (16.7%)
INTENSO 2 0 0 2 (11.1%)

6 (33.3%) 6 (33.3%) 6 (33.3%) 18 (100%)
Qui-quadrado 11.600
Liberdade 8
Significancia P=0.1700
Coeficiente de Contingéncia 0.626

Nota-se, nesta analise, P > 0,05. Portanto ndo € possivel rejeitar a hipotese nula

quanto ao infiltrado hemorragico entre os grupos.
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5.4.2- Infiltrado Inflamatoério:

Tabela 7 - Analise estatistica - infiltrado inflamatério

Grupo Infiltrado Inflamatdrio
(30 DIAS) (45 DIAS) (60 DIAS) Total

NULO 1 1 2 4 (22.2%)
DESPREZIVEL 3 1 1 5 (27.8%)
LEVE 2 3 3 8 (44.4%)
MODERADO 0 1 0 1(5.6%)
INTENSO 0 0 0 0 (0,0%)

6 (33.3%) 6 (33.3%) 6 (33.3%) 18 (100%)
Qui-quadrado 4.350
Liberdade 6
Significancia P = 0.6294
Coeficiente de Contingéncia 0.441

Nota-se, nesta analise, P > 0,05. Portanto ndo é possivel rejeitar a hipotese nula

quanto ao infiltrado Inflamatério entre os grupos.

5.4.3- Tecido Osteo-condroide:

Tabela 8 - Anadlise estatistica - formacéao de tecido ésteo-condréide

Grupo Tecido Osteo-condroéide
(30 DIAS) (45 DIAS) (60 DIAS)
NULO 4 1 0 5 (27.8%)
DESPREZIVEL 2 1 0 3 (16.7%)
LEVE 0 2 0 2 (11.1%)
MODERADO 0 2 4 6 (33.3%)
INTENSO 0 0 2 2 (11.1%)
6 (33.3%) 6 (33.3%) 6 (33.3%) 18 (100%)
Qui-quadrado 19.200
Liberdade 8
Significancia P =0.0138
Coeficiente de Contingéncia 0.718

Nota-se, nesta analise, P < 0,05. Portanto é possivel rejeitar a hipotese nula

quanto a formacao de tecido osteo-condrdide entre os grupos, evidenciando que

essa formacgao no grupo G3 foi superior, estatisticamente, aos outros grupos.
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6- DISCUSSAO

Nos Uultimos anos, novos materiais artificiais desenvolvidos para o uso
biomédico, conhecidos como biomateriais, vém sendo testados com o intuito de avaliar
as suas propriedades mais importantes, para a utilizacdo em areas multidisciplinares
como a medicina, odontologia, biologia, quimica e engenharia.

O implante do polimero de mamona é resultado de pesquisa da Faculdade
de Quimica de S&o Carlos, vinculada & Universidade de S&o Paulo. E um produto de
desenvolvimento inteiramente nacional (SUGUIMOTO 1997).

Os materiais aloplasticos tém a propriedade de ndo serem absorviveis, e
esta € uma vantagem sobre os materiais biolégicos. Os implantes como os derivados
do poliéster, o polietileno poroso de alta densidade e os implantes injetaveis (como o
PMMA) ndo sao absorvidos (LEMBERLE et al., 1995; VUYK, ADAMSOM, 1998).

Quando se avalia o processo de reparo em defeitos dsseos resultantes de
trauma, ou em defeitos O6sseos patoldgicos, infecgcdes ou tumores, com consideravel
perda Ossea, € importante considerar-se ndo apenas a capacidade regenerativa das
células individuais, mas também os varios comportamentos teciduais que podem
modificar o processo regenerativo (TIDSTROM e KELLER, 1990).

Existem testes recomendados pela F.D.l. (1980) como preliminares para
avaliar a biocompatibilidade dos materiais aloplasticos. Um tipo de teste € aquele em
que os materiais sdo implantados no tecido conjuntivo de animais, método
relativamente rapido para avaliar a toxicidade in vivo de um material.

Os testes de toxicidade in vivo de materiais destinados a um contato
prolongado com o tecido subcutaneo, pela F.D.l., devem ser examinados e avaliados
quanto a presencga ou auséncia de necrose e de inflamacgao, a intensidade e extensao
da inflamagcdo e a outras alteragdes pertinentes como a reabsor¢cdo do material. A
intensidade da resposta inflamatéria € baseada no numero, tipo e na localizagao das
células inflamatorias.

Quanto aos tipos de enxertos, os mais utilizados sdo os de osso fresco
autégeno avascular. Normalmente obtido da crista iliaca, é o principal método utilizado

e possui comprovada capacidade osteocondutora e osteoindutora (KELLER et al. 1987,
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FRIEDLAENDER 1987). Além disso, o osso autdogeno é biocompativel e né&o
imunogénico e, usualmente, incorpora-se ao leito 6sseo cirurgico (HOROWITZ 1987;
FRIEDLAENDER, 1987). Esse método pode prolongar a cirurgia e submeter o paciente
a consideravel desconforto pés-cirurgico (ARRINGTON et al., 1996).

Alternativas para reconstrucdo 6ssea sao os enxertos microvasculares. Essa
técnica foi introduzida em 1975 por TAYLOR et al., mas foi em 1989 que obteve maior
difusdo e comecgou a ser mais utilizada. Dentre as vantagens dessa técnica destacam-
se:

a) a reconstrugcao simultdnea de defeitos dsseos e tecido mole

b) pode ser utilizada em regides previamente irradiadas ou em regides

Osseas portadoras de osteorradionecrose

c) permite a presenca de tecido mole suficiente para fechamento da

ferida cirurgica por primeira intengao

d) n&o prejudica a irrigacao sanguinea da regido doadora

e) quando utilizada em regides maxilares ou mandibulares, permite a

colocacao de implantes osseointegraveis

Com o advento da microcirurgia, o uso de enxertos vascularizados tem sido
preferido em relagdo aos nao-vascularizados, por possuirem alto indice de sucesso e
menor risco a infeccgodes.

Como desvantagem destacam-se a necessidade de uma area doadora (com
certa incidéncia de morbidade associada), necessidade de treinamento em
microcirurgia neurovascular e tempo de cirurgia prolongado.

Para fugir dos inconvenientes dos enxertos biolégicos, vem sendo
preconizada, com desenvoltura, a utilizacdo de substitutos 6sseos sintéticos como
materiais de implante (DALCUSI et al. 1990; JOSCHEK et al., 2000).

Nesse estudo, optou-se pela utilizagcdo do rato por constituir-se em um
modelo experimental de facil obtencdo e manuseio. Desta forma, puderam ser
propiciadas aos animais adequadas condi¢des de sobrevivéncia, evitando-se também a
ocorréncia de quadros de desconforto desnecessarios aos mesmos. Além disto, o rato
apresenta-se como um modelo experimental conveniente para a avaliacdo da
cicatrizagao 0ssea, quando da utilizagdao do polimero de mamona (FRASCINO, L.F.,
1998, IGNACIO, H., 1995, LEONEL, E., 2003).
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A opgao por estudar o polimero de mamona leva em conta suas qualidades
como material viavel para uso clinico, em virtude da disponibilidade e do baixo custo;
porém existem relatos divergentes de biocompatibilidade demonstrado em diversos
experimentos animais:

OHARA et al. (1995), realizaram estudo com 15 coelhos da raca New
Zealand onde implantaram poliuretana de mamona em regido intra-0ssea e intra-
articular, onde nao foi observada reacao inflamatoéria, que coincidem com os resultados
desse trabalho.

LEONEL et al. (2003), estudaram 60 ratos albinos, que foram submetidos a
preenchimento com polimero de mamona em arco zigomatico. Notaram, nesse estudo,
que o material de preenchimento auxiliou o processo de reparagdo 0Ossea, que
coincidem com os resultados desse trabalho.

SARAN (2006) analisou a interface entre o implante de polimero da mamona
com o canal medular ésseo, em coelhos. Histologicamente notou-se que o polimero é
biocompativel, osteoindutor e osteocondutor, que coincidem parcialmente com os
resultados desse trabalho, que comprovou caracteristicas de biocompatibilidade e
osteocondutividade desse material.

IGNACIO et al. (2002) estudaram a poliuretana da mamona em cées, no
preenchimento de falhas ¢ésseas. Os resultados indicaram auséncia de
osseointegracao, o que diverge dos resultados encontrados nesse estudo.

FRAZILIO (2007) comparou o polimero de mamona com enxerto Gsseo
autogeno em articulacao de caes. Nesse estudo, ndo foi constado osseointegragao no
grupo polimero de mamona, o que também diverge dos resultados encontrados nesse
estudo.

Um dos fatores necessarios para que se obtenha sucesso, qualquer que seja
o procedimento cirurgico realizado, € o cuidado para que se evite a contaminagéo do
campo operatoério, impossibilitando a formacao de um depdsito de microorganismos em
meio aos tecidos vivos.

Nesse trabalho, atencdo especial foi dedicada ao preparo do campo
operatério e a realizagao das suturas, com o intuito de evitar que ocorresse infecgao do
material implantado, ja que a flora microbiana das superficies da pele pode infectar e

destruir implantes e enxertos 0sseos se penetrarem a ferida criada (TIDSTROM e
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KELLER, 1990). Para este propdsito, utilizou-se PVPI topico na antissepsia da pele e fio
de sutura bio-absorvivel (Categut simples 4-0) no plano interno e seda 3-0 no externo,
apesar de que a escolha por materiais absorviveis pode introduzir problemas como
uma resposta inflamatéria local, com atividade fagocitaria para a degradagao dos
mesmos (DAHLIN et al., 1988).

No nosso estudo, o interesse foi de observar as alteragcdes do tecido
circunjacente ao polimero de mamona e o comportamento 6sseo.

Observa-se que sao necessarias avaliagdes com acompanhamento em longo
prazo, pois a absor¢do do material podera deixar de ser uma vantagem desse tipo de
implante sobre o material biologico. A presencga de porosidade permite o crescimento de
tecido fibrovascular dentro do implante, diminuindo a possibilidade de migragao e
extrusdo. Convém salientar que a extrusdo em materiais de enxertos nao biolégicos
ocorre com certa frequéncia devido a sua rigidez e, se nao tiverem partes moles
generosas cobrindo estes materiais, havera extrusdo em alta porcentagem, como
acontece, por exemplo, em proteses mandibulares (KUHURANA, 1999).

A poliuretana de mamona, adicionada de calcio, apresenta estrutura porosa.
Esses poros podem ser heterogéneos, com os mais diversos tamanhos ou poros
menores com disposicdo homogénea (LEONEL et al. 2003).

Na revisao da literatura pesquisada, entretanto, ndo foram observados dados
referentes ao didmetro dos poros do polimero de mamona, mas pode-se afirmar que
esta porosidade é consequente a sua expansao no processo de polimerizagao.

Ja para FRASCINO (1998), o crescimento 6sseo nao ocorre pelos poros,
mas de forma trans-resina, através da regidao em que houve fragmentagao do polimero.
Questiona-se, portanto, o conceito de osteocondugdo desse autor. Por outro lado,
OHARA et al. (1995) e RAMALHO (1998) referem-se a presenca de tecido 6sseo novo
na transicao implante-osso e no interior do implante. Nesses casos foram observados
neoformacgao 6ssea que ocorria por diferenciagao do tecido conjuntivo neo-formado na
interface osso-polimero, tendendo ao preenchimento dos poros do polimero com 0sso
neo-formado.

Também estudado por ROUX et al. (1988) e GUHNAN et al. (1994), a
estrutura porosa do material favoreceu a sua invasdo pelo tecido de granulagao,

aumentando suas chances de mineralizagao.
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Segundo os autores WHITE e SHORS (1986), VAN EEDEN e RIPAMONTI
(1994) e SILVA (2000), a presenga de osso dentro dos poros do material implantado é
evidéncia de que ele possui propriedades osteocondutoras.

A presenca de porosidade na arquitetura interna do polimero permite a
incorporacdo do material aos tecidos e favorece a regeneragcdo dos defeitos 6sseos.
Além disso, a biocompatibilidade do poliuretano de 6leo de mamona pode ser explicada
pelo fato desse material conter em sua estrutura uma cadeia de acido graxo, que é
também encontrada nas gorduras existentes no corpo humano, tornando-o assim
semelhante ao organismo, o que evita a rejeicdo (ERENO, D. 2003).

Estudos com polimero de mamona nas diversas situacbes e modelos
animais (camundongos, coelhos, caes e macacos) nao observaram sinais de infecgao
ou extrusdo do material (IGNACIO et al.,1997; SUGUIMOTO, 1997; CAVALIERI, 2000 e
LEONEL et al.,2003). Esses relatos coincidem com os achados clinicos deste estudo, ja
que nao foram observados quaisquer sinais de infeccdo ou extrusdo em nenhum dos
animais avaliados no periodo de 30, 45 e 60 dias.

Todas as cirurgias deste experimento foram realizadas com blocos de
polimero de mamona pré-fabricados e esterilizados por 6xido de etileno, evitando-se,
assim, o tempo necessario para a mistura dos componentes e posterior polimerizagao,
o que facilitou o procedimento e diminuiu consideravelmente o tempo de cirurgia.

Para a realizacdo das cirurgias experimentais, optou-se pela utilizacdo de
animais com peso entre 400 e 600 g por considerar essa uma cirurgia traumatica e
animais desse porte suportariam melhor o procedimento cirurgico, além de facilitar a
instalacédo do polimero e dos parafusos de titanio, levando em consideragdo o tamanho
dos animais.

Apesar do impacto traumatico dessa proposta de cirurgia, os animais
responderam bem quanto a recuperagao pés-cirurgica.

No pds-operatério foi realizada avaliagao do grau de claudicagao segundo
BRADEN & BRINKER (1973). Os autores relatam que a falta de uso do membro
durante a fase de reparacdo Ossea resulta em problemas que se caracterizam por
atrofia muscular, rigidez articular e osteoporose.

Ao término do periodo estipulado para cada grupo, foi observado, a

microscopia, presenga de tecido fibroso envolvendo toda a parede superior do bloco de
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polimero de mamona. Apesar disso, ndo foram notados extrusées ou presenca de
fistulas durante o periodo experimental, o que coincidem com os achados de OHARA
(1995), IGNACIO (1997) e CARVALHO (1997). Esses resultados se contrapdéem aos
achados de DIAS (2007), que nao notou presenga de formacédo de tecido fibroso
envolvendo o material de polimero de mamona.

Na microscopia, todos os casos revelaram presenca de tecido conjuntivo
neoformado no interior do bloco, mais evidente no grupo G3. Foi observado também
que, com 60 dias de evolucdo, era nitida a presenca de tecido ostedide na interface
osso-implante, detalhe que ndo pareceu tao significativo nos grupos de 30 e 45 dias.
Isso reforca a idéia da tendéncia desse osso se infiltrar nos poros do polimero,
resultados que coincidem com trabalhos de OHAHA (1995), IGNACIO (1997), LEONEL
(2003).

Em algumas areas, observou-se grande de formagao de tecido conjuntivo.
Outras mostraram edema moderado, que coincidem com resultados de DIAS (2007).

Neste estudo, notamos que ocorreu diminuigdo do volume do polimero de
mamona e, também observada em todas as avaliagdes, presenca de fragmentos do
implante no meio do tecido conjuntivo, resultados coincidentes com estudos de
SUGUIMOTO (1997) e DIAS (2007).

No presente estudo foi possivel concluir que a porosidade do polimero de
mamona, que € uma constante nesse biomaterial, auxiliou no processo de infiltragao de
tecido conjuntivo, resultados coincidentes com estudos de LEONEL (2003).

Estatisticamente foram comparadas as variaveis infiltrado hemorragico,
inflamatério e formagao de tecido osteo-condroide, usando o teste qui-quadrado.

Para determinar a presenca dessas variaveis nas laminas analisadas, dois
patologistas analisaram de forma cega e subjetiva esses materiais, classificando-os
como nulo, desprezivel, leve, moderado e intenso, simbolizados como +, ++, +++,
++++, +++++ respectivamente.

Para as variaveis infiltrado hemorragico e infiltrado inflamatério, observamos
P > 0,05 indicando que nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os trés
grupos analisados para essas variaveis, porém, a avaliagdo da variavel tecido osteo-
condrdide, resultou P < 0,05, indicando diferenca estatistica significativa entre os

grupos G1, G2 e G3, onde o 3° grupo mostra a formacéo desse tecido de forma mais
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intensa quando comparado aos outros grupos.

Nota-se, na literatura, resultados e comportamentos diferentes desse
biomaterial em cirurgias experimentais animais. Isso pode estar relacionado com a
metodologia de cada experimento, como o animal utilizado, a regido estudada e o
periodo de avaliacdo em cada pesquisa.

Ressaltamos a intengcdo de continuar esse estudo de forma mais
aprofundada, comparando os resultados a um grupo controle, com um periodo de

acompanhamento maior.
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7- CONCLUSOES

1- O polimero de mamona utilizado neste estudo mostrou-se um material
biocompativel, uma vez que foi invadido por tecido conjuntivo neoformado,
comprovando suas caracteristicas biocomportamentais de osteoconducdo. Esta
neoformacao foi mais evidente no periodo de analise de 60 dias. Notou-se também que

houve diminui¢cado do volume do material enxertado.

2- Observou-se nitida ossificagcdo endocondral a partir do tecido conjuntivo,
com presenca de neoformacdo de matriz condréide e ostedide, na interface
osso/protese, permitindo o crescimento de tecido conjuntivo no interior de seus
poros, auxiliando a estabilidade no local da implantagcdo. O polimero, de aspecto
poroso, com poros largos, foi permeado por tecido conjuntivo. Nao foram observados

granulomas de corpo estranho.

3- Observou-se, em todos os grupos, encapsulamento do polimero por um

tecido fibroso, isolando-o do tecido muscular, que ficou aderido ao tecido fibrético.
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9- Anexo

Animal - CEEA/UNICAMP - parecer n® 1294-1.

T

Comissdo de Etica na Experimentacio Animal
CEEAIUnkzamp

CERTIFICADOD

Cerificamas qua o Probocaly n® 12844, soore “Estude  histoldgico da
BEGHT #0 do tecido muscular ¢ presenga de celulas

priteses de polimers de mamena” =cb & responsabhidade de Dr. Anbonio
Marting / Walter Martinelli Junior. =sla de acorda com o8 Prncipiod Eticos na
Exparimantagia Arimal sdolados pele Colégio Bresieim de Experimentaio
Animal (COBEA), tends sade aprovads pela Combssée de Efics na

Experimantagas Animal — CEEA/Unicamp em 1o, de agosto de 2007
CERTIFICATE

We certly that Ihe protocal i 1284-1, entiled "Mﬂ!.mwlﬂ

1554 : . polyursthane
rEfin”, | agreemenl widh i Ethical Principles for Anmal Research estiablishad
by the Brazdian Cofoge for Animad Experimantation (COBEA)L This propscl was
approved by the mettutonal Commities far Ethics i Animal Reseanch |Stale
Linsversily of Campinas - Unicamp] on Sugust 1, 2007
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