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RESUMO



PEREIRA-JUNIOR, O.C.M. Comparacéo entre polimero de mamona (Ricinus
communis) e auto-enxerto 6sseo esponjoso no tratamento de defeito 6sseo
segmentar induzido no radio de coelhos. 2005. 103p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

Objetivou-se avaliar, por meio de exames radiogréaficos e histolégicos,
a funcao da resina de poliuretana derivada do 6leo de mamona (Ricinus communis),
na forma de granulos, no tratamento de defeito 6sseo segmentar induzido no radio
de coelhos, tendo como padrdo comparativo 0 enxerto 6sseo esponjoso autdlogo.
Foram utilizados 20 coelhos da raga Norfolk, fémeas, com idade entre 12 e 14
meses e peso entre 4 e 5kg. Uma falha 6ssea segmentar de 1,0 cm de comprimento
foi induzida na didfise de ambos os radios pela excisdo de fragmento
osteoperiosteal. No radio esquerdo o defeito foi tratado com a resina de poliuretana
e no direito com auto-enxerto esponjoso colhido do umero proximal esquerdo. Para
realizacdo dos exames histologicos foram eutanaziados cinco animais aos 15 dias,
30 dias, 60 dias e 120 dias de pOs-operatorio. A regeneracdo 0ssea foi maior no
defeito tratado com auto—enxerto esponjoso em todos os periodos de observacao,
sendo que, aos 120 dias de pOs-operatorio, estes estavam totalmente reconstituidos.
Pela avaliacdo histolégica o polimero de mamona atuou como preenchedor de
espaco, minimizando a produc¢éo de tecido fibroso no local, além de ndo apresentar
sinais de reabsorcdo em nenhum dos momentos de avaliacdo. Foi possivel concluir
que o polimero de mamona na forma de granulos é biocompativel e osteointegravel,
porém nao apresenta a mesma capacidade de regeneracdo 0ssea do auto-enxerto

€esponjoso.

Palavras-chave: Biomaterial; Falha 6ssea; Osso; Poliuretana.



ABSTRACT



PEREIRA-JUNIOR, O.C.M. Comparison between castor oil plant (Ricinus
communis) polyurethane and cancellous bone autograft in the treatment of
bone induced segmental defect in rabbits. 2005. 103p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

ABSTRACT

The aim of the present study was to compare, by radiographic and
histological analyses, the castor oil plant polyurethane in granules presentation,
applied to a segmental bone defect, created in both radial diaphyses, to the
cancellous bone autograft, in order to evaluate an alternative to bone defect healing.
Norfolk adult female rabbits, with approximately 13 months of age and a mean body
weight of 4.5kg were used. Thus, a one-cm segmental defect was created in both
radial diaphyses. The defect in the left radius was filled with the castor oil plant
polyurethane, and the right one, filled with cancellous bone autograft, collected from
the left proximal humerus. The rabbits were euthanased at 15, 30, 60 and 120 days
post-surgery (5 animals/period), in order to proceed the histological analysis. New
bone formation was increased and accelerated in the defect treated with cancellous
bone autograft along all periods of observation. In the last moment (120 days), the
defects were totally reconstituted and remodeled. The polyurethane acted as a space
filler, minimizing the local production of fibrous tissue. No granules degradation or
reabsorb were detected, as well as any inflammatory reaction. Thus, it was possible
to conclude that the castor oil plant polyurethane, in granules presentation, was
biocompatible and osteointegrated, but did not show the same bone regeneration

capacity of the cancellous bone autogratft.

Key word: Biomaterial, Segmental bone defect; Bone; Polyurethane.
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1 INTRODUCAO

Além de importante reservatério para a homeostasia de ions minerais
do organismo, 0s 0ssos constituem parte fundamental do sistema locomotor,
funcionam como bracos de alavanca durante os movimentos, resistem a forca da
gravidade, protegem e sustentam tecidos e oOrgdos adjacentes (Glimcher, 1982).
Desta forma, o tecido 6Osseo é frequentemente acometido por traumatismos,
doencas de origens e comportamentos variados, infeccbes e deformidades
congénitas (Leonel et al., 2004).

Fraturas em 0ssos longos, especialmente as cominutivas, constituem
um constante desafio ao cirurgido. Casos com grandes perdas de tecido 0sseo,
fraturas com nao-unido ou consolidacdo retardada recebem tratamentos nem
sempre satisfatérios, concorrendo em muitas vezes para a amputacdo do membro
(lamaguti et al. 1995). A aplicacdo adequada de um enxerto 0sseo €, com
frequéncia, o fator critico diferenciador entre o reparo bem sucedido de uma fratura e
o desenvolvimento de uma n&o-unido, bem como da possibilidade de salvamento do
membro e a necessidade de sua amputacao (Slatter, 2000).

Apesar de o enxerto 0sseo esponjoso autégeno ser considerado o
melhor estimulador da regeneracdo déssea, possui entre outros inconvenientes a
limitacdo em volume e a necessidade de um segundo procedimento cirargico para
colheita (Moore et al., 2001). Desta forma, varios biomateriais sdo constantemente
testados e desenvolvidos com o intuito de se produzir substitutos a este tipo de
enxerto (Bauer, 2000; Moore et al., 2001). Esses materiais apresentam como
vantagem a disponibilidade ilimitada e a facilidade de esterilizagdo e
armazenamento (Bucholz, 2002). Os biomateriais sintéticos sdo, em sua maioria,
osteocondutores e osteointegraveis (Moore et al., 2001).

A medida que surgiram resultados de estudos clinicos e experimentais
com o emprego dos biomateriais, alguns produtos se destacaram e outros foram
desacreditados. Dentre 0s primeiros, encontra-se a resina poliuretana derivada do
0leo de mamona (Ricinus communis), que foi desenvolvida, em 1984, pelo Grupo de
Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros da Escola de Engenharia de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo (Ignacio et al., 1996). A poliuretana é formada a



partir da reacdo tipo uretana entre dois componentes bdasicos, o poliol e o pré-
polimero (Bioosteo, 2004). Ela pode ser utilizada na formulacdo pura ou em
associacdo com o carbonato de calcio. A funcdo do carbonato é fornecer ions calcio,
0 que facilita a troca ibnica na interface osso-resina, com incremento do mecanismo
de deposicdo de calcio na matriz colagena, nas varias fases do processo de
reparacao ossea (Ignéacio, 1999).

Embora estudos experimentais (Caruzo & Roslindo, 1995; Ohara et al.,
1995; Oliveira et al., 1995; Teixeira & Ramalho, 1995) tenham comprovando o
potencial dessa poliuretana para utilizacdo no tratamento de afec¢cdes ortopédicas,
somente em 1999 o produto foi aprovado pelo Ministério da Saude do Brasil (registro
Anvisa n° 10171110079) e no ano de 2003 pela Food and Drug Administration
(FDA), agéncia do governo norte-americano (Ereno, 2003). Atualmente existem
diversas apresentacbes comerciais do material que permitem diferentes
flexibilidades de aplicacéo, tais como em forma de biomassa, blocos pré-moldados,
granulos e endoproteses. O produto pode se aplicado ja polimerizado ou, entdo, em
forma de biomassa para ser manipulado e moldado conforme a necessidade, no
momento do ato cirurgico (Bioosteo, 2004).

Devido ao numero ainda limitado de ensaios experimentais
empregando as diferentes modalidades da poliuretana derivada da mamona, o
presente trabalho visou testar o biomaterial na forma de granulos, para ser
empregado em defeitos 6sseos segmentares induzidos em coelhos, tendo como

padrdo ouro 0 enxerto esponjoso autologo.



REVISAO DE LITERATURA



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polimero de mamona

Nas ultimas décadas, segundo Perry (1999), foram desenvolvidos e
empregados materiais como hidroxiapatita (HA), compostos de coral-colageno, coral
natural, ceramicas a base de carbonato de céalcio e combinacdes de colageno, para
o tratamento de diversas afeccfes ortopédicas. Entre as funcdes destes materiais
estdo a osteoconducéao e a osteointegracao.

O biomaterial osteocondutivo promove aposicao de tecido 6sseo em
sua superficie, funcionando, em parte, como um arcabouco receptivo que facilita a
formacdo Ossea (Bauer & Smith, 2002). Para Greenwald et al. (2001), a
osteocondugcdo € uma facilitagdo da incursdo de vasos sangliineos e 0Sso
neoformado para dentro de um arcabouco. Este arcabouco deve fornecer,
principalmente, um substrato no qual células osteoblasticas possam crescer, se
diferenciar e depositar matriz 6ssea extra-celular, além de ser biocompativel (Lu et
al., 2000). Osteointegracao € definida como uma ancoragem direta de um implante
pela formagéo de tecido 6sseo ao redor deste, sem o crescimento de tecido fibroso
na interface osso-implante (Merck, 2005). Contudo, nenhum material sintético
utiizado até o momento apresenta caracteristicas proximas ao tecido natural,
atendendo tanto aos aspectos bioldégicos como também as necessidades mecanicas
(Pereira et al., 2003).

Por outro lado, 0 uso de recursos renovaveis tem atraido a atencéo de
muitos pesquisadores, em especial pelo potencial como substitutos de derivados
petroguimicos (Siddaramaiah, 2004). De acordo com Ohara (1995), as resinas
poliuretanas vegetais sao produtos substitutivos alternativos de polidis e pré-
polimeros sintetizados a partir de moléculas derivadas de acidos graxos vegetais.
Dentre as vantagens na utilizacdo deste tipo de resina estdo a processabilidade, a
flexibilidade de formulagéo, a versatilidade de temperatura de cura e o controle de
pico exotérmico na transicdo liquido-gel, as excelentes propriedades estruturais,

além da auséncia de emissao de irritantes ou vapores toxicos.



Ohara (1995) referiu que a sintese de resinas poliuretanas a partir da
biomassa de origem vegetal, para um pais com potencial agroindustrial como o
Brasil, é extremamente interessante. Oleaginosas como a mamona (Ricinus
communis), da classe dicotileddnea, de origem geraniacea e da familia das
Euforbaceaes, possuem um grande potencial oleoquimico, garantindo o
fornecimento de insumos de fabricacdo em uma gama diversificada de produtos.
Desta forma, no ano de 1984, o grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de
Polimeros da Universidade de S&o Paulo, cidade de S&o Carlos, desenvolveu um
novo polimero derivado do 6leo extraido de sementes da mamona (Ignacio, 1995).

Posteriormente, Ignacio (1999) descreve que, estruturalmente, o 6leo
de mamona € um poliéster com trés moléculas do acido 12-hidroxi-oléico (ou acido
ricinoléico), e cada uma delas apresenta um grupo hidroxila no carbono 12. Para a
formacdo da poliuretana, a reacdo de pré-polimerizacdo é feita entre um di-
isocianato e um poliol, e a polimerizacdo final pode ser realizada com um diol,
diamina ou poliol. Deste modo, a poliuretana vegetal derivada do 6leo de mamona é
composta por di-isocianatos lineares alifaticos, tais como o0 hexametilenodi-
isocianato (HDI), isofuranodi-isocianato (IPDI) e o difenilmetanodi-isocianato (MDI).
Ela pode ser utilizada pura ou em associacdo com o carbonato de célcio. A fungéo
do carbonato é fornecer ions calcio, o que facilita a troca idnica na interface 0sso-
resina, com incremento do mecanismo de deposicdo de calcio na matriz colagena
nas varias fases do processo de reparacao 0ssea.

Atualmente, no Brasil, a poliuretana derivada de mamona € vendida
comercialmente pela Biomecanica, com o nome de BioOsteo® (Bioosteo, 2004) e
pela Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos Ltda. (Anvisa, 2005). Segundo
informacdes do fabricante (Bioosteo, 2004), o BioOsteo® € um polimero formado
pela reacdo uretana dos seus dois componentes basicos, o poliol (OH) e o pré-
polimero (NCO). Foi quimicamente projetado para prover sitios ativos [grupos de
hidroxila (-OH) reagindo com os grupos isocianato (-NCO)]. Além disso, possui
carbonato de calcio, como material de preenchimento ndo ativo (ndo interfere na
reacao principal), o que melhora sua capacidade de integracdo com o tecido 6sseo.
A reacdo de policondensagdo termina o polimero Bioethano (polimero uretana
biologicamente ativo) com uma proporgéo controlada e balanceada, na razdo de um
OH para um NCO, nos seus sitios ativos. No produto final do polimero BioOsteo®

nao existem sitios ativos livres (OH e/ou NCO) para futura interacdo com os tecidos



onde foi implantado, mas apenas uma quantidade previamente calculada de cadeias
uretanas, que atraem o calcio organico no processo de integracdo Ossea. As
indicacdes clinicas para sua utlizacdo incluem a fixacdo de préteses, a
reconstituicdo e o preenchimento de espagos 0sseos.

A presenca de porosidade na arquitetura interna de um biomaterial
condicdo fundamental para a estabilizacdo e neoformacéao tecidual. Por apresentar
poros irregulares, o polimero de mamona atuaria como material osteocondutivo
(Leonel et al., 2003). Contudo, conforme Ignacio (1995), os resultados experimentais
utiizando o polimero de mamona sdo ainda controversos, com relacdo ao
preenchimento desses poros apos a insercdo em tecidos vivos.

Ohara et al. (1995) implantaram a resina de mamona intra-0ssea
(condilo medial) e intra-articularmente no joelho de coelhos, respectivamente na
forma de corpo-de-prova com calcio e em gel. Os animais foram avaliados aos trés,
15 e 40 dias de pos-operatorio. Nos joelhos que receberam o gel foi detectado
sinovite e derrame sinovial apenas aos trés dias de pds-operatdrio. Pelo exame
histolégico do condilo medial, aos 15 dias de pds-operatorio, foi evidenciada
presenca de tecido conjuntivo fibroso envolvendo o material implantado, com raros
osteoblastos e osteoclastos na periferia. Aos 40 dias de pds-operatério, constataram
neoformacdo 6ssea com abundantes osteoblastos e trabéculas 0sseas ao redor e
nas lacunas do implante. Em nenhum dos momentos de avaliagdo observaram
reacao inflamatéria com presenca de células gigantes ou do tipo corpo-estranho,
sugerindo biocompatibilidade da resina. Além disso, ndo detectaram qualquer
agressao do 0sso a resina, seja por reabsorcéo ou substituicdo do material.

Dois defeitos de 5 mm de diametro na calota craniana de 10 coelhos
foram promovidos por Oliveira et al. (1995), sendo um tratado com poliuretana
derivado do 6leo de mamona e o0 outro com 0sso cortical autdgeno triturado. No
defeito que recebeu poliuretana notaram auséncia de reacao inflamatoria e formacao
parcial de tecido ésseo. Por sua vez, o defeito tratado com enxerto apresentava
incorporacéo em fase de remodelacéao.

Ao implantarem a resina poliuretana no arco zigomatico de ratos,
Caruzo & Roslindo (1995) concluiram, por analises histolégicas efetuadas aos 30 e
60 dias de pOs-operatério, que o material foi biocompativel. A presenca de células
multinucleadas sugeriu reabsorcdo do material, e a persisténcia do material

implantado indicou retardo no reparo 0sseo.



Defeitos 6sseos foram induzidos com fresa cilindrica na mandibula de
30 ratos e preenchidos com a poliuretana vegetal acrescida de carbonato de calcio.
Pelas avaliagBes histologicas efetuadas aos 15, 25 e 40 dias de pos-cirlrgico,
verificou-se a ocorréncia de aceitagdo organica da resina, ndo ocorrendo formacéo
de capsula ou migracéo local de células inflamatdrias. Além disso, o carbonato de
calcio auxiliou a neoformacdo Ossea estimulando o aparecimento de células
osteogénicas (Teixeira & Ramalho, 1995).

Ignacio et al. (1995) aplicaram o polimero da mamona em defeitos
segmentares de 2cm de comprimento induzidos no radio de coelhos, que foram
avaliados com duas, quatro, oito e 16 semanas de poOs-operatorio.
Radiograficamente detectaram unido do polimero aos segmentos 0sseos proximal e
distal, e a partir destes ocorreu neoformacdo éssea periosteal centripeta, com
desenvolvimento de uma nova cortical. Ao exame histoldgico, esta ultima revelou-se
uma cortical delgada e ainda incompleta. Além disso, ndo foi detectado crescimento
de tecido 6sseo nos poros ou no corpo do polimero, nem a presenca de células
gigantes ou reagao tipo corpo-estranho.

Defeitos cilindricos promovidos na metafise distal do fémur de céaes
foram preenchidos com polimero de mamona na forma porosa ou compacta e, entédo
avaliados por meio de exames radiograficos, tomografia computadorizada,
microscopia eletrénica de varredura e microscopia Optica, aos trés, seis e 12 meses
de pés-cirdrgico. A microscopia eletrénica de varredura evidenciou, em todos os
momentos de observacdo, a presenca de estrutura semelhante a tecido conjuntivo
fibroso, na interface entre a poliuretana e o tecido 6sseo adjacente. Em todos os
segmentos analisados a microscopia Optica, ambas as formas de implante,
encontravam-se envoltas por tecido conjuntivo com alta densidade de fibras
colagenas, dispostas paralelamente a superficie do material, e com presenca de
fibroblastos, que se interpunham entre o implante e o tecido 6sseo adjacente. Em
nenhum local foi observada a presenca de tecido ésseo em contato com a superficie
do biomaterial, nem sinais indicativos de degradacdo do mesmo, concluindo-se ser o
implante de poliuretana espacador bioldégico biocompativel, biotolerante e sem
osteointegracdo (Ignécio, 1999).

O poliuretano de 6leo de mamona foi utilizado por Rezende et al.

(2001) na forma de protese como substituo parcial do tenddo calcaneo comum em



coelhos. Clinicamente, o poliuretano de mamona mostrou-se biocompativel, visto
nao ter induzido reacéo desfavoravel que comprometesse a cicatrizacao tendinea.

Calixto et al. (2001) testaram o floculado de resina de mamona, de
formato irregular e tamanho variavel, no reparo 6sseo alveolar de 80 ratos. Pelo
exame histologico, aos sete dias de pos-operatorio, os flocos de resina de mamona
estavam circundados por tecido de granulacdo com a presenca de trabéculas
Osseas imaturas. A partir dos 14 dias de poOs-operatorio, notaram uma quantidade
progressivamente maior de tecido 6sseo em maturagéo ao redor dos flocos, no geral
com a presenca de tecido conjuntivo interposto. A presenca da resina nao suscitou
uma resposta inflamatoéria persistente, em que pese a ocorréncia de uma quantidade
discreta de células gigantes tipo corpo-estranho aderidas a sua superficie. Os
autores concluiram ser o produto biocompativel e capaz de certo grau de integracao
Ossea direta. O formato irregular dos flocos ndo favoreceu a aderéncia aos tecidos
reparacionais.

A acdo de agentes antimicrobianos contra Fusobacterium nucleatum,
Prevotella nigrescens, Clostridium perfringes e Bacteroides fragilis foi avaliada in
vitro. O digluconato de clorexidina 2% demonstrou a melhor eficiéncia, seguido pelo
detergente de mamona, paramonoclorofenol canforado e hidroxido de calcio
(Ferreira et al., 2002).

Ziliotto et al. (2003) empregaram o polimero extraido da mamona para
preenchimento do canal de aloenxerto conservado em glicerina 98%, que foi
interposto para o tratamento de falha déssea segmentar induzida no radio e ulna de
cées. Histologicamente, na interface entre o polimero e o 0sso, foi observada a
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear. Ndo houve osteointegracdo e o
biomaterial ndo foi absorvido nem substituido por tecido 6sseo. Segundo os autores,
o polimero foi um substituto adequado ao cimento 0sseo, que € o material
tradicionalmente utilizado nestas circunstancias.

A poliuretana em formato de pino foi aplicada, por Maria et al. (2003),
na tibia de 12 cades, com idade entre 3 e 4 meses, para avaliar sua
biocompatibilidade. Ao exame histopatolégico, o produto ndo desencadeou
processos infecciosos ou de rejeicdo e foi biotolerante, porém n&o ocorreu
osteointegracao.

Com o objetivo de se avaliar a importancia da porosidade interna do

polimero de mamona durante a neoformacéo éssea, Leonel et al. (2003) realizaram



resseccdo de um segmento do arco zigomatico em ratos, preenchendo-o com
polimero derivado do 6leo de mamona em forma de blocos pré-polimerizados ou em
forma de biomassa. Os resultados histopatolégicos demonstraram a existéncia de
neoformacéo tecidual em meio aos poros de ambos os materiais aos 15, 30, 60, 90
e 120 dias de avaliacdo. Ocorreu progressiva diminuicdo no volume do polimero, a
medida que este foi substituido por tecido ésseo.

Leonel et al. (2004) empregaram blocos pré-polimerizados que foram
fixados com resina, ambos derivados do 6leo de mamona, para a reconstrucdo de
defeito segmentar de 2mm no arco zigomatico de ratos. No exame histologico
efetuado aos 15 e 30 dias de pds-cirargico havia presenca de tecido conjuntivo
denso ao redor do polimero, sem associacdo com células inflamatérias. Com 60 dias
de pos-operatdrio, a quantidade do polimero encontrava-se reduzida, devido a sua
substituicdo por tecido 0sseo neoformado, e os poros do polimero remanescente
estavam preenchidos por tecido conjuntivo denso, com presenca de macréfagos.
Aos 90 e 120 dias de pos-operatorio, uma consideravel parte do polimero havia sido
substituido por tecido 6sseo, permanecendo ainda fragmentos circundados por
tecido 6sseo. A neoformacdo 0ssea ocorreu pela deposicao inicial de uma matriz
ostedide ndo mineralizada, que posteriormente originou um tecido ésseo lamelar. O
biomaterial foi classificado como bioinerte por permanecer no defeito, evitando o
preenchimento do mesmo por tecido fibroso, sendo lentamente substituido por
tecido 6sseo. Os autores concluiram ser o biomaterial osteocondutor, uma vez que
ocorreu 0 crescimento de tecido 6sseo sobre sua superficie e em meio aos seus
poros, desde os periodos iniciais de observacao.

Em estudo in vitro da biocompatibilidade da poliuretana Ricinus
communis em trés composi¢des quimicas diferentes, Beloti et al. (2003) observaram
gue os eventos celulares iniciais ndo foram afetados pela composicao; contudo, a
poliuretana combinada com carbonato de calcio ou fosfato de calcio favoreceu os
eventos que promovem a mineralizagdo da matriz.

DelCarlo et al. (2003) trataram defeitos segmentares de 1,5 cm
promovidos no radio de coelhos com cilindros de polimero de mamona, acrescido de
40% de carbonato de célcio, associado ou ndo a impregnacdo com medula éssea
autégena. Os cilindros foram apenas encaixados no local, sem uso de fixacao
interna ou externa. Ocorreu osteogénese e osteoconducédo, especialmente quando

acrescido de medula 6ssea. Quando os mesmos tipos de implantes foram aplicados



em sitio heterotopico (musculo reto abdominal) de coelhos, detectaram-se células
gigantes e tecido fibroso envolvendo o material, que foi considerado nao
osteoindutor, visto a manutengao da forma sem qualquer evidéncia de crescimento
0sseo a histologia. Os autores concluiram que o implante foi biocompativel, mas
sem capacidade de osteoinducéo.

Discos de poliuretana vegetal (1Imm de espessura e 5mm de diametro)
com e sem carbonato de calcio, foram implantados no tecido conjuntivo subcutaneo
da regido dorsal de camundongos, que foram avaliados histologicamente aos sete,
20, 30 e 60 dias de pos-operatorio. No periodo inicial (7 dias) havia discreta
inflamacédo e presenca de macrofagos. Aos 20 dias, ocorreu desaparecimento da
inflamacdo e formacdo de capsula conjuntiva delicada, constituida por poucas
camadas de fibroblastos e fibras colagenas, dispostas paralelamente aos discos,
que foi enquadrada como reacdo nivel 2. Esta se refere a presenca de pequena
reacao tecidual, a qual esta mais relacionada ao trauma cirargico do que as
propriedades do material inserido no tecido conjuntivo. Nos ultimos periodos (30 e
60 dias), um tecido fibroso denso envolvia os tubos de polietileno e, para ambos o0s
materiais, o0 tecido conjuntivo adjacente apresentava caracteristicas histologicas de
normalidade. Os autores concluiram que a resina de mamona foi bem aceita pelo
tecido conjuntivo do dorso de camundongos e, o acréscimo de carbonato de calcio,
nao modificou a sua compatibilidade (Mastrantonio & Ramalho, 2003).

Mendoza-Barrera et al. (2003) estudaram a adicdo de fator de
crescimento epidermal ao polimero de mamona, que foi utilizado em defeitos de
1lmm de didmetro produzidos na tibia de ratos. Utilizaram a espectroscopia
fotoacustica e a difracdo por raio-X para avaliacdo do reparo 6sseo e
osteointegracdo com trés semanas de pos-operatorio e, a espectroscopia por
energia dispersiva, por um periodo de até 8 semanas. Os autores concluiram que a
adicdo do fator de crescimento epidermal acelerou o processo de reparacdo 0ssea
quando comparado com o grupo tratado apenas com polimero de mamona e o
controle sem tratamento, por estimular a proliferacdo e divisdo celular. Houve
diminuicdo na producdo éssea quando se empregou o polimero de mamona
isoladamente.

A caracterizacao e a biointegracdo do polimero de mamona BioOsteo®
injetado em defeitos de 1mm de diametro, produzidos na superficie craniomedial da

tibia de ratos foram estudadas por Mendoza-Barrera et al. (2004). A osteointegracéo



foi acompanhada por microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia por
energia dispersiva e difracdo por raio-X. Nao foi detectada reacao inflamatoria ou
rejeicdo do implante no periodo de até oito semanas de observacdo. Além disso,
ocorreu minima reabsorcdo do material implantado por acdo celular em sua
superficie e diminuicdo na velocidade da reparacdo 6ssea nos membros tratados
com o polimero, quando comparados ao controle sem tratamento. Os autores
concluiram ser o BioOsteo® indicado mais para 0ssos chatos do que longos, em
especial, os faciais.

Figueiredo et al. (2004) compararam implantes de 0sso bovino
desvitalizado, hidroxiapatita porosa de coral, poliuretana de mamona em forma de
biomassa e enxerto 6sseo autégeno, no reparo de defeito 6sseo de 6x10mm de
diametro realizado no fémur de coelhos. As avaliacdes radiol6gicas, tomograficas e
histologicas foram realizadas com quatro e 12 semanas de pds-operatorio. Os
autores concluiram que o implante de osso bovino desvitalizado produz maior
reacdo inflamatoria, maior formacdo de cavidades cisticas e reparacdo tecidual
guiada mais lenta, quando comparado ao enxerto 6sseo autdgeno e aos implantes
de hidroxiapatita porosa de coral e poliuretana de mamona. Esta ultima mostrou
maior propriedade osteocondutiva e menor reacdo inflamatéria que o osso bovino
desvitalizado, com invasao de seus poros e preenchimento das cavidades cisticas
por tecido 6sseo, mostrando-se eficaz como arcaboucgo para a reparacdo tecidual
guiada.

Placas e espacadores feitos de polimero derivado do 6leo de mamona
foram utilizados por Laranjeira et al. (2004) para a realizacdo de tracao linear,
fixacdo e fus@o vertebral cervical em 20 cées adultos, concluindo, clinica e
radiograficamente, serem estes eficientes em promover a tracdo linear e a

estabilizacdo vertebral cervical, porém sem a ocorréncia de fusdo vertebral.

2.2 Enxertos 0sseos

Os enxertos 0sseos favorecem a consolidacdo 6ssea, provendo uma
fonte osteogénica, osteocondutiva, osteoindutiva e, dependendo do tipo, suporte

mecanico (Fitch et al.,, 1997). Segundo Perry (1999), os enxertos 0Sseos e seus



substitutos tém um ou mais dos seguintes componentes: células tronco
indiferenciadas, fatores de crescimento, e um arcabouco estrutural. Cada um deles
tem sido utilizado individualmente ou em véarias combina¢des no tratamento de
defeitos 6sseos. As células tronco indiferenciadas séo caracterizadas por uma baixa
taxa de crescimento, capacidade de regeneracdo e a habilidade de se diferenciar
entre as varias linhagens celulares. Elas substituem células que foram perdidas pela
senilidade ou por injaria. Os fatores de crescimento sdo proteinas que induzem as
células tronco a se proliferarem ou se diferenciarem em células tipo osteoblasto. O
arcabouco estrutural auxilia na diferenciacdo das células tronco e, embora nao
osteogénico, pode aumentar o potencial osteogénico das células tronco e dos
fatores de crescimento.

De acordo com Bauer (2000), o termo incorporagcdo é utilizado para
descrever as interacdes biolégicas entre o enxerto e o sitio receptor. Esta resposta
inclui: a reacdo inflamatéria do sitio receptor do enxerto devido ao trauma da
preparacao cirurgica; a reacao inflamatéria e/ou imune do sitio receptor ao préprio
material enxertado; e o processo de proliferacao celular, migracéo, diferenciacéo e
revascularizacéo, que resulta na formacao de novo 0sso e unido entre o enxerto e o
sitio receptor. A taxa e a extensdo da incorporacdo sao dependentes do tipo de
material enxertado, dos tecidos na margem do sitio receptor e estado fisioldgico
sistémico do receptor. A mecanica no ambiente do enxerto também tem profundo
efeito na revascularizacéo e na diferenciacao celular. Se o material 6sseo enxertado
nao tiver uma estabilidade mecéanica adequada, havera proliferacdo de tecido de
granulacdo e fibrose na interface entre o enxerto e o sitio receptor, dificultando a
incorporagao.

O auto-enxerto de osso fresco € o mais efetivo em promover a
consolidacdo, ja que proporciona células viaveis e elimina os problemas de
histocompatibilidade e transmisséo de doengas (Goldberg & Stevenson, 1987). Por
outro lado, eles ttm como desvantagens: a necessidade de dois tempos cirlrgicos,
colheita e transplante (Pinto-Junior, 1990); a exigéncia de um novo acesso cirurgico
e a limitacdo em quantidade (Itho et al., 1998); o aumento do tempo anestésico, o
risco de infecgcBes e a perda de sangue intra-operatéria (Fitch et al., 1997). Além
disso, Moore et al. (2001) também relatam como limitacbes as complicacbes da
ferida cirdrgica, a perda de sensibilidade local e, 0 mais importante, a dor crénica no

local da colheita. Esta ultima tem sido relatada como sendo superior a trés meses,



em mais de 15% dos pacientes humanos, que foram submetidos a colheita de
enxerto iliaco.

Em estudo retrospectivo de 414 pacientes humanos submetidos a
colheita de enxerto 6sseo esponjoso a partir da crista do ileo, Arrington et al. (1996)
identificaram 41 casos (10%) de complicagbes menores, tais como infec¢des e
seromas superficiais, e pequenos hematomas. Em outros 24 casos (5,8%) foram
observadas complicagbes mais importantes como a herniagcdo do conteudo
abdominal, injarias vasculares, infec¢cdes profundas, injlrias neuroldgicas,
hematomas profundos e fratura da asa do ileo. Entretanto, os autores relatam que
com adequado planejamento e técnica cirdrgica apropriada, a incidéncia dessas
complicagbes pode ser reduzida.

Segundo Perry (1999), a limitacdo priméaria da utilizacdo de auto-
enxerto 0sseo esponjoso € a quantidade de enxerto que € rapidamente obtida.
Fontes de 0sso esponjoso sao a crista iliaca, a regido distal do fémur e o trocanter
maior, além da regido proximal da tibia e da porcdo craniolateral do umero (Perry,
1999; Finkemeier, 2002). Johnson (1986) em seu experimento utilizando auto-
enxerto 0sseo esponjoso em caes concluiu que nos animais de porte médio e
grande, a colheita de 0sso esponjoso a partir da tibia é um procedimento seguro.

A despeito de suas limitacdes, auto-enxertos 0SSe0Ss esponjosos
continuam a ser os mais efetivos meios pelos quais a consolidacdo éssea é
alcancada clinicamente (Lane, 1999). ApGs a colheita, o enxerto esponjoso autélogo
deve ser aplicado o mais rapidamente possivel (Piermateii, 1997). Uma vez no local
apropriado, a maioria das células transplantadas morre como resultado de isquemia
ou sdo induzidas a apoptose. Entre as células mais resistentes a isquemia estao as
células mesenquimais primitivas presentes na medula 0ssea e as progenitoras de
células endoteliais, que sdo estimuladas a proliferar pela mudanca na tensdo de
oxigénio, pH e citocinas locais resultantes do transplante (Bauer, 2000). Ha
evidéncias que osso de origem intramembranosa € mais osteoindutivo que o de
origem endocondral (Perry, 1999).

As indicacbes para a utilizacdo primaria de auto-enxerto esponjoso
incluem o preenchimento de defeitos corticais apds curetagem ou excisdo de cistos
0sseos, tumores ou infecgBes crbnicas; como um auxiliar em artrodeses de
articulacbes danificadas por traumas, doencas ou deformidades; para substituir

fragmentos corticais avasculares. Além disto, também sdo utilizados para promover



a consolidacdo nos casos de pseudo-artroses, em casos de ndo-unido ou unido
retardada de fraturas, associadas ou ndo 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; e para restabelecer a continuidade de um
0sso severamente fraturado (Schena, 1983; Alexander, 1987).

Miclau et al. (1996) criaram orificios de 4,5cm de diametro na diafise
femoral de cdes esqueleticamente maduros para avaliar a evolugao do reparo ésseo
utilizando auto-enxerto esponjoso colhido a partir do umero proximal. Os autores
concluiram que, ao contrario dos estudos realizados em defeitos 6sseos
segmentares, os orificios apresentaram menor formacdo de calo 6sseo e auséncia
de tecido cartilaginoso em todos os periodos de observacédo, e a incorporagdo do
enxerto ocorre de maneira mais rapida e fidedigna. Além disso, foi suposto que a
melhora na incorporagcdo do enxerto estaria associada a menor ruptura do
suprimento sangiineo, tanto endosteal quanto periosteal, que este modelo propicia.

lamaguti et al. (1995) verificaram em seu experimento com auto-
enxerto 6sseo esponjoso em defeitos produzidos nas tibias de coelhos que este tipo
de enxerto contribui para acelerar os processos de osteoinducdo, osteoconducao e
osteogénese, abreviando o periodo de consolidacdo. Harasen (1997) obteve
sucesso ao tratar uma fratura fragmentada de fémur, com perda éssea, em um gato
de 18 meses por meio de aloenxerto 6sseo cortical e auto-enxerto 6sseo espon;joso.

A ocorréncia de fratura em espiral do Umero de um céo, apés 24 horas
do procedimento cirdrgico de colheita de auto-enxerto esponjoso para a realizacao
de artrodese calcaneoquartal foi relatada por Ferguson (1996). A causa da fratura foi
associada ao direcionamento e posicionamento do orificio de colheita além do nivel
do tubérculo maior. A partir de exames radiograficos, foi constatado que o orificio
havia sido realizado na diafise proximal do Umero, ao invés da metafise.

Enxertos 0Osseos autdlogos continuardo, por hora, a ocupar um
importante lugar no tratamento dos casos de ndo-unido 6ssea. No futuro, entretanto,
a sua utilizacdo deve diminuir e, com o desenvolvimento de alternativas mais

efetivas, eles podem, eventualmente, se tornar obsoletos (Keating, 2001).



OBJETIVO



3  OBJETIVO

Avaliar, por meio de exames radiograficos e histologicos, a funcdo da
resina de poliuretana derivada do 6leo de mamona (Ricinus communis), na forma de
granulos, no tratamento de defeito 6sseo segmentar induzido no radio de coelhos,

tendo como padrdo comparativo o enxerto 6sseo esponjoso autélogo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e ambiente de

experimentacao

O presente protocolo experimental foi realizado de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Estadual Paulista

(Unesp) Campus de Botucatu (Anexo 1).

Foram utilizados 20 coelhos da raca Norfolk, fémeas, com idade entre
12 e 14 meses, pesando entre 4 e 5 kg, provenientes do Biotério Central da Unesp,
Campus de Botucatu. Os animais foram numerados de um a 20 e divididos,
aleatoriamente, em grupos equitativos de acordo com os momentos de observacao
no periodo poés-operatorio (G1=15 dias, G2=30 dias, G3=60 dias, G4=120 dias). Em
seguida, foram alojados em gaiolas individuais 60x60x60cm, suspensas do solo,

onde receberam, ad libitum, agua e ragéo comercial® para coelhos.

4_2Técnica anestésica

Os animais foram tranqilizados com acepromazina® (0,1 mg/kg/lV) e,
15 minutos apos, anestesiados com uma associacdo de tiletamina-zolazepam?®
(10mg/kg) e cloridrato de xilazina* (0,5 mg/kg), aplicada por via intravenosa. Quando
necessario, a manutencdo anestésica foi realizada com tiletamina-zolazepam

(3mg/kg/1V).

'NUTRICOELHO - Purina - Rod. Campinas/Paulinia, Km 123 - Paulinia, SP.
ACEPRAN 0,2% - Univet S.A. — Rua Climaco Barbosa, 700 — S&o Paulo, SP.
*TELAZOL - Fort Dodge — Satide Animal Ltda — Rua Luiz Fernando Rodriguez, 1701 —
Campinas, SP.

“ROMPUN - Bayer S.A. — Rua Domingos Jorge, 1000 — S&o Paulo, SP.



4 _3Procedimento cirdrgico

ApoOs a tricotomia de ambos os membros toracicos, os coelhos foram
inicialmente posicionados em decubito lateral direito. A anti-sepsia da area
operatoria foi efetuada com 4&lcool iodado e a porcdo distal a articulacdo
antebraquiocéarpica esquerda isolada com atadura de crepe estéril, sendo entdo

dispostos os panos de campo operatorio.

Realizou-se uma inciséo longitudinal de pele e tecido subcutaneo na
regido craniomedial do terco meédio-proximal do radio direito. Os musculos
extensor radial do carpo e extensor digital comum foram afastados, o muasculo
pronador redondo seccionado e, entdo, isolou-se o radio. Uma falha Ossea
segmentar de 1,0 cm de comprimento foi induzida no terco médio-proximal do
radio, tendo como padrdo uma régua metdlica estéril, aproximadamente 4,5 cm
acima da articulacdo radio-carpica, por meio da retirada de fragmento
osteoperiosteal com o0 uso de serra 6ssea circular. Durante a seccao 0ssea, 0

local foi irrigado com solucéo salina 0,9% estéril.

Para a colheita do enxerto esponjoso, 0 membro toracico esquerdo
foi estendido caudalmente de forma a expor a regido da articulacdo escépulo-
umeral esquerda. Efetuou-se incisdo longitudinal de pele e tecido subcutaneo
sobre a face craniolateral da porcao proximal do umero, a qual foi isolada apos a
separacdo dos musculos infra-espinhoso e deltdide, atingindo assim a cortical
0ssea. Com o auxilio de uma broca de 2mm de didmetro e furadeira elétrica, a
cortical 6ssea do tubérculo maior do umero foi perfurada, permitindo o acesso a
porcao esponjosa do 0sso. Colheu-se 100 mg de enxerto esponjoso com o auxilio
de uma cureta de Meyhoefer n°® 02, que foi acondicionado em placa de Petri
estéril até o0 momento da aplicacdo. Aproximaram-se 0s musculos infraespinhoso
e deltdide com sutura tipo Sultan e o tecido subcutaneo com sutura continua
simples, utilizando-se fio de nailon monofilamento 4-0. A sintese da pele foi
realizada com pontos simples isolados empregando-se fio de nailon

monofilamento 3-0.



O enxerto 0sseo esponjoso foi aplicado no defeito segmentar do radio,
de forma a preenché-lo totalmente. O tecido subcutaneo foi aproximado com sutura
continua simples com fio de nailon monofilamento 4-0 de forma a manter o enxerto
esponjoso no local transplantado, e a pele suturada com pontos simples isolados
utilizando-se fio de nailon monofilamento 3-0.

A seguir, o animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo e
induziu-se uma falha segmentar no radio esquerdo, que foi preenchida com 100 mg
de resina de poliuretana na forma de granulos®, (diametro médio dos granulos de
850 pm, poros de 1 a 2 um e concentracdo de 34,5% de carbonato de calcio na
composicao), misturada com 0,1 ml de sangue autdlogo. A sintese dos tecidos foi

realizada de forma similar a descrita anteriormente, para 0 enxerto 6Sseo esponjoso.

°BIO - OSTEO CHIPS - Biomecanica — Rua 2, s/n, Primeiro Distrito Industrial — Jau, SP.



Figura 1 — Inducdo de defeito 6sseo segmentar no radio de coelho. Incisdo de
pele na face craniomedial da regido do terco médio-proximal do radio (a).
Exposicdo do radio apds afastamento muscular (b). Seccdo de fragmento
osteoperiosteal do terco médio-proximal do radio (c). Defeito 6sseo segmentar
de 1cm de comprimento (d).
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Figura 2 — Tratamento de defeito 6sseo segmentar induzido no radio direito de
coelho por meio de enxerto 6sseo esponjoso autélogo. Colheita do enxerto
OGsseo esponjoso da regido craniolateral da por¢cao proximal do imero esquerdo
com uso de cureta (a). Enxerto acondicionado em placa de Petri até o momento
da aplicacéo (b). Aplicacdo do enxerto esponjoso no defeito 6sseo criado (c).
Defeito Gsseo segmentar totalmente preenchido por auto-enxerto 0sseo
esponjoso (d).
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Figura 3 — Tratamento de defeito 6sseo segmentar induzido no radio esquerdo
de coelho por meio de polimero de mamona na forma de granulos. Granulos de
polimero de mamona antes (a) e apés (b) a mistura com 0,1 ml de sangue
autélogo. Defeito 6sseo segmentar totalmente preenchido pelo polimero de
mamona misturado com sangue (c).




4_4Condutas pré- e pos-operatorias

No momento da tranquilizacdo e quatro dias consecutivos apds a cirurgia
foram aplicadas enrofloxacina® (5mg/kg via subcutanea, a cada 24 horas) e
buprenorfina’ (0,03 mg/kg via subcutanea, a cada 12 horas). A flunixina meglumina®
foi aplicada no pés-cirargico imediato e por mais dois dias de pds-operatorio (1mg/kg
via subcutanea, a cada 24 horas). As feridas cirargicas foram limpas com solucéo

salina 0,9% estéril e os pontos cutaneos removidos no 10° dia de pds-operatorio.

4_5Avaliacao clinica

Constou de observacdes quanto ao aspecto da ferida cirdrgica,
presenca ou ndo de edema nos membros, apoio ao solo, ingestdo de racao e agua,

defecacao e micgéao.

4_6Exames radiograficos

Foram realizadas avaliacdes radiograficas dos membros toracicos em
posicdes lateral e craniocaudal imediatamente ao procedimento cirdrgico e aos 15,
30, 60 e 120 dias de poés-operatério. O filme utilizado foi Kodak, base verde,
18x24cm, sendo a distancia foco filme de 90 cm, kV 45 e mAmp 3,2. A revelacao foi
por processadora automatica Macrotec®. Avaliou-se o defeito ésseo quanto ao
tamanho, a presenca ou ndo do biomaterial, e a formagéo ou néo de tecido 6sseo.

Desenhos dos contornos da area do total do defeito segmentar e das
areas de neoformacdo Ossea foram realizados por sobreposicdo nas imagens

radiogréaficas, com folhas de transparéncia, aos 30, 60 e 120 dias de pds-operatdrio.

®BAYTRIL 5% - Bayer S.A. - Rua Domingos Jorge, 1000 - S&o Paulo, SP.

"TEMGESIC - Schering-Plough S.A. — Estrada dos Bandeirantes, 3091 — Rio de Janeiro,
RJ.

| BANAMINE — Schering-Plough Veterinaria — Estrada dos Bandeirantes, 3091 — Rio de
Janeiro, RJ.

MACROTEC - Ind. e Com. de Equipamentos Ltda.



As imagens dos desenhos foram capturadas por camera digital Sony XC77 e as
areas foram medidas usando-se um sistema de andlise de imagem ZEISS KS300
Version 3.0, ambos cedido pelo Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu. Obteve-se a porcentagem de neoformacédo 6ssea pela divisdo

da area de neoformacéo 0ssea pela area total do defeito.

4.7 Exame histoldgico

4.7.1 Colheita e processamento

histologico de incluséo

Para a realizacdo do processamento histologico, foram submetidos a
eutandsia cinco coelhos em cada um dos momentos de observacéo, ou seja, aos 15,
30, 60 e 120 dias de pos-cirdrgico. Os animais foram previamente tranquilizados
com acepromazina (0,5 mg/kg via intravenosa) e, 15 minutos apds, foi induzida
anestesia geral com pentobarbital sédico (15 mg/kg via intravenosa )'°, seguida da
aplicacdo de cloreto de potassio a 19,1% intravenoso’' até obtencdo de parada
cardiorrespiratoria.

A regido da falha 6ssea segmentar e as por¢cdes proximais e distais da
mesma, incluindo a ulna, foram colhidas (Figura 4) e fixadas em formol tamponado a
10%, por trés dias. Apés este periodo, o material foi mantido em solug¢édo de formol
tamponado a 10% e &cido acético a 10%, a qual era trocada a cada 15 dias, até a
obtencao de descalcificacao total, que ocorreu apdés 3 meses. O processamento de
desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em Paraplast Plus’® seguiu o seguinte
protocolo:
lavagem em agua corrente por 24 horas;
banho em alcool etilico a 70% por 24 horas;

banho de uma hora em alcool etilico a 80%;

P o NP

banho de uma hora em alcool etilico a 90%;

1 HYPNOL - Cristalia — Rodovia Itapira- Lindéia, km 14 — Itapira, SP.

' CLORETO DE POTASSIO — Ariston Ind. Quim. e Farm. Ltda. — Rua Adherbal Stresser, 84 — Sdo0
Paulo, SP.

2 PARAPLAST PLUS — Oxford — Kendal — Sigma.



5. banho de uma hora em alcool etilico a 95%;

6. trés banhos de uma hora em alcool etilico 100%;

7. banho de 30 min em solugédo contendo 50% de xilol e 50% de
alcool etilico 100%;

8. dois banhos de 30 min em xilol;

9. trés banhos de uma hora em parafina em estufa a 60°C;

10. inclusdo em Paraplast.

4.7.2 Obtencado dos cortes histologicos e

imagens digitalizadas

Cortes histoldgicos, no plano longitudinal, de 5um de espessura foram
produzidos em micrétomo rotativo automatico (Leica) e corados pela técnica de
hematoxilina e eosina. Os cortes foram analisados em microscopio Leica DMLB ou
em microscopio Zeiss Axioptio pela microscopia de luz e de polarizacdo. As imagens
foram digitalizadas por uma céamera digital DC300FX (Leica) ou AxioCam HRc
(Zeiss).



Segmento colhido
para processamento
histologico

Figura 4 — Demonstracdo em exame radiografico do local colhido para o
processamento histolédgico. Incluiu-se a regido do defeito 6sseo segmentar e
suas por¢cles proximais e distais, bem como a por¢cdo da ulna contigua a
area.



4.7.3 Exame morfométrico

Com as imagens digitalizadas, foram realizadas analises morfométricas
para se determinar, quantitativamente, as areas ocupadas por tecido cartilaginoso,
tecido 6sseo neoformado e area de polimero na regido do defeito 6sseo. As
mensuracdes foram realizadas em cortes histolégicos profundos, que abrangiam o

centro do defeito, utilizando-se o programa Leica QWin Standard Version 3.1.0.

4_8Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Quando
0 conjunto de dados para a comparacdo de dois grupos experimentais atendia aos
requisitos para a aplicacdo da estatistica paramétrica, utilizou-se o teste t de
Student. Para a comparacéo de quatro diferentes momentos, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA), seguida de teste a posteriori de Tukey. Foram consideradas
significativas as diferencas associadas a probabilidade p<0,05. O tratamento

estatistico foi operacionalizado pelo programa GraphPad InStat, verséo 3.02.



RESULTADOS



5 REsuLTADOS

5.1Avaliacédo clinico-cirdrgica

Os procedimentos cirargicos foram realizados sem qualquer tipo de
intercorréncia, com tempo de duragdo meédia de 25 minutos para o membro tratado
com enxerto 6sseo esponjoso e 15 minutos para 0 membro tratado com biomaterial.
O volume de 100 mg, necessario para o preenchimento do defeito, foi facilmente
obtido no local de colheita escolhido para obtencédo do enxerto 6sseo autélogo.

Apdés o retorno anestésico, que variou entre uma e duas horas, 0s
animais apoiavam 0 membro ao solo sem sinais de claudicacdo, porém a
deambulacdo foi mais evidente apos 48 horas. As feridas cirdrgicas estavam
totalmente cicatrizadas ap0s o sétimo dia de pds-operatorio. Nenhum coelho
apresentou sinais de infeccdo ou deiscéncia de pontos. A ingestdo de agua e

alimentos manteve-se normal, bem como a defecacgéo e miccgao.

5.2Exames radiograficos

Em virtude da sobreposicdo da ulna na posicdo craniocaudal, o0s
resultados da avaliacdo radiografica foram baseados, em especial, na posicao

lateral, como se segue.

5.2.1 Membro tratado com auto-enxerto
esponjoso

Na avaliacdo pOs-operatéria imediata, o comprimento do defeito
segmentar manteve o padrao estabelecido de um centimetro em todos os grupos e
as superficies de corte estavam homogéneas. O eixo 6sseo0 manteve-se sem

alteracdes nos diferentes periodos de observacéo.



Verificou-se no grupo G1 (15 dias de pés-operatério) discreta reacao
periosteal das extremidades osteotomizadas do radio em quatro dos cinco animais
(n°® 2, 3, 4 e 5). Formagdo 6ssea foi observada em apenas trés coelhos (n* 3, 4 e
5). Em um deles (animal n® 3) ela ocorreu a partir da ulna e da extremidade
osteotomizada proximal do radio, ocupando 25% da falha segmentar 6ssea (Figura
5). Nos demais (n°® 4 e 5) surgiu a partir da extremidade osteotomizada proximal do

radio, “em forma de cunha”, e ocupava em média 25% do defeito.

No grupo G2 (30 dias de pGs-operatério) detectou-se reacéo periosteal
discreta nas extremidades osteotomizadas do radio em dois animais (n®® 7 e 9), e
moderada nos outros trés (n°® 6, 8 e 10). Observou-se formacédo dssea preenchendo
parte do defeito, sendo que em quatro coelhos (n®® 7, 8, 9 e 10) a neoformacéo
0ssea ocupava em média 72,25% do defeito e em apenas um (coelho n° 6) ocupava
100% do defeito (Figura 6). O tecido 6sseo neoformado teve origem a partir da
extremidade osteotomizada proximal do radio e da face cranial da ulna em um
animal (n° 7), nos demais se desenvolveu a partir das extremidades osteotomizadas
do radio e da face cranial da ulna (n°° 6, 8, 9 e 10). O osso neoformado apresentou
baixa radiopacidade nas falhas segmentares dos coelhos n°® 7 e 10 e, radiopacidade

similar ao 0sso contiguo, nos de n°® 6, 8 e 9.

Aos 60 dias de poOs-operatoério (grupo G3) notou-se reacdo periosteal
discreta nas extremidades osteotomizadas do radio em quatro animais (n*° 11, 12,
14 e 15) e moderada em um (n° 13). Trés coelhos (n°® 11, 14 e 15) apresentaram
neoformacdo O6ssea a partir das extremidades osteotomizadas do radio e da face
cranial da ulna preenchendo aproximadamente 75% do defeito, mas em dois destes
(n°® 14 e 15) foi observada presenca de linha radiotransparente no centro da falha
6ssea. Nos outros dois animais deste grupo (n°® 12 e 13) ocorreu neoformacéo
O0ssea preenchendo totalmente o defeito, jA com sinais de remodelacdo Ossea
(Figura 7).

Nos cinco coelhos avaliados aos 120 dias (grupo G4), observou-se
neoformacdo 0ssea preenchendo totalmente o defeito 6sseo segmentar, sendo que
em trés (n°® 17, 18 e 19) havia remodelagdo do osso neoformado (Figura 8). No
animal n® 20 ainda era possivel observar-se a presenca de linha radiotransparente
no centro do defeito.



Figura 5 — Aspecto radiografico, em posicéo lateral, de membro
tratado com auto-enxerto esponjoso (coelho n® 3) no pos-
operatorio imediato (a) e aos 15 dias de pdés-operatorio (b),
guando nota-se formacdo Ossea a partir da extremidade
proximal do radio e da face cranial da ulna.



Figura 6 — Aspecto radiogréfico, em posicéo lateral, de membro tratado com
auto-enxerto esponjoso (coelho n° 6) no pés-operatoério imediato (a) e aos 15
(b) e 30 (c) dias de pos-operatério. Nota-se discreta reagcdo periosteal na
extremidade proximal do radio aos 15 dias e nas extremidades proximal e
distal aos 30 dias de poOs-operatério. Verifica-se inicio de formagéo 0ssea a
partir da extremidade osteotomizada proximal do radio aos 15 dias, que
preenche 100% do defeito aos 30 dias de pds-operatério.



Figura 7 — Aspecto radiogréfico, em posicdo lateral, de membro tratado
com auto-enxerto esponjoso (coelho n° 12) no pds-operatdrio imediato (a)
e aos 15 (b), 30 (c) e 60 (d) dias de pOs-operatério. Observa-se reacao
periosteal na extremidade proximal do radio aos 15 e 30 dias de poés-
operatdrio. O inicio de formacdo 6ssea no centro do defeito ja é detectado
aos 15 dias de poés-operatorio. Aos 30 dias de pos-operatério nota-se
intensa neoformacao O0ssea a partir das extremidades do radio e da face
cranial da ulna, que aos 60 dias de pds-operatério ocupa 100% do defeito
com sinais de remodelacao 6ssea.



Figura 8 — Aspecto radiogréafico, em posi¢ao lateral, de membro tratado com auto-
enxerto esponjoso (coelho n° 18) no pés-operatoério imediato (a) e aos 15 (b), 30 (c),
60 (d) e 120 (e) dias de pOs-operatoério. Verifica-se reacao periosteal na extremidade
proximal do radio aos 15 dias de pos-operatério e em ambas as extremidades do
radio aos 30 dias de pés-operatério. Verifica-se o inicio de formacdo 6ssea na
extremidade osteotomizada proximal do radio e no centro do defeito aos 15 dias de
pés-operatério, que ocupa aproximadamente 70% do defeito aos 30 dias de poés-
operatorio. Aos 60 dias de pds-operatorio a neoformagédo 6ssea ocupa 100% do
defeito e aos 120 dias ja se detecta a remodelagéo 6ssea.



5.2.2 Membro tratado com polimero de
mamona

No pos-operatorio imediato, o comprimento do defeito segmentar
manteve o padrdo estabelecido de um centimetro em todos os grupos e as
superficies de corte estavam homogéneas. O biomaterial (polimero de mamona)
mostrou discreta radiopacidade em todos os periodos de avaliagdo, sendo mais
observado no pés-operatdrio imediato.

No grupo G1 (15 dias de pés-operatorio) notou-se discreta reacéo
periosteal nas extremidades osteotomizadas do radio em todos os animais. A
formacdo Ossea ocorreu em apenas dois coelhos e ocupava em média 25% do
defeito (Figura 9), sendo no coelho n° 4 originava-se a partir da ulna e no coelho
n° 3 a partir da ulna e extremidade osteotomizada proximal do radio.

Observou-se no grupo G2 (30 dias de pos-operatoério) discreta reacao
periosteal nas extremidades osteomizadas do radio em um coelho (n° 8) e moderada
em outro (n° 10). A formacdo O0ssea ocupava em meédia 49% do defeito em quatro
animais (n°® 6, 7, 8 e 9) (Figura 10), e 61% no coelho n° 10, sendo formada a partir
das extremidades osteotomizadas do radio e face cranial da ulna.

Nos coelhos do grupo G3 (60 dias de pds-operatério) notou-se discreta
reacdo periosteal nas extremidades osteotomizadas do radio em quatro animais (n°°
11, 12, 14 e 15) e moderada em um (n° 13). A neoformacao Gssea “em forma de
cunha” ocupava em média 58% do defeito em dois animais (n®® 11, 14), sendo
proveniente das extremidades osteotomizadas do radio. Nos demais preenchia em
média 63% do defeito, sendo no coelho n° 13 a partir das extremidades
osteotomizadas do radio, e nos coelhos n°® 12 e 15 a partir da ulna e das bordas do
radio (Figura 11).

Aos 120 dias de pos-operatorio (grupo G4) detectou-se neoformacao
0ssea ocupando 69% do defeito em um animal (n°® 17) com presenca de lacunas
radiotransparentes, sendo uma central e outra préxima a extremidade osteotomizada
proximal do radio. Em dois coelhos (n°® 16 e 18) visibilizou-se neoformacédo dssea a
partir das extremidades osteotomizadas do radio e da face cranial da ulna,
preenchendo aproximadamente 79% do defeito (Figura 12). No coelho n° 18 havia

presenca de linha radiotransparente préoxima a extremidade osteotomizada proximal



do radio. Em dois animais (n°® 19 e 20) a producédo 6ssea ocupou 84% da falha

segmentar.



Figura 9 — Aspecto radiografico, em posicao lateral, de membro
tratado com polimero de mamona (coelho n° 3) no poés-operatério
imediato (a) e aos 15 dias de pds-operatorio (b). Nota-se discreta
radiopacidade do polimero na regido do defeito no pds-operatorio
imediato e inicio de formacdo é6ssea a partir da extremidade
proximal do radio e face cranial da ulna aos 15 dias de pos-
operatorio.



Figura 10 — Aspecto radiografico, em posicao lateral, de membro tratado com
polimero de mamona (coelho n°® 9) no pés-operatorio imediato (a) e aos 15 (b) e
30 (c) dias de poés-operatério. Visualiza-se discreta radiopacidade do polimero
na regiao do defeito no pds-operatério imediato e inicio de formacdo éssea a
partir da extremidade proximal do radio e face cranial da ulna aos 15 dias de
pés-operatério. Aos 30 dias de pds-operatério nota-se neoformacgdo 6ssea a
partir de ambas as extremidades osteotomizadas do radio e a partir da face
cranial da ulna ocupando aproximadamente 45% do defeito.



Figura 11 — Aspecto radiogréafico, em posi¢éo lateral, de membro
tratado com polimero de mamona (coelho n® 12) no poés-
operatério imediato (a) e aos 15 (b), 30 (c) e 60 (d) dias de pés-
operatorio. Observa-se neoformacédo Ossea ocupando 60% do
defeito, a partir das extremidades osteotomizadas do radio e da
face cranial da ulna aos 60 dias de pds-operatorio (d),
permanecendo uma &rea radiotransparente no centro do defeito.



Figura 12 — Aspecto radiografico, em posicao lateral, de membro tratado com
polimero de mamona (coelho n° 16) no pés-operatério imediato (a) e aos 15
(b), 30 (c), 60 (d) e 120 (e) dias de pds-operatério. Observa-se neoformacao
0ssea nas extremidades osteotomizadas do radio e na face cranial da ulna aos
30 dias de pds-operatério (c), ocupando cerca de 60% do defeito ésseo. Aos
60 dias de poés-operatério (d), nota-se que a producdo 6ssea ocupa 79% do
defeito 6sseo. Aos 120 dias de pdés-operatério (e), a quantidade de tecido
0sseo neoformado continua semelhante a do periodo anterior, mas ja com
sinais de remodelagéo Ossea.



5.3Avali1acédo histolodgica

5.3.1 Membro tratado com auto-enxerto
esponjoso

Aos 15 dias de pés-operatério o quadro histolégico foi similar para
todos os animais. Ocorreu intensa formagao de tecido cartilaginoso na regiao central
do defeito e também a partir do periosteo do radio. Areas de neoformacéo éssea do
tipo trabecular foram observadas a partir das extremidades osteotomizadas do radio
e, especialmente, a partir da ulna. Presenca de grande quantidade de tecido
conjuntivo na regido central e na face mais externa do defeito, assim como de tecido
adiposo, em menor quantidade no centro do defeito. O auto-enxerto esponjoso nao

foi visivel nos cortes histoldgicos.

Com 30 dias de poOs-operatorio notou-se diminuicdo na quantidade de
tecido cartilaginoso presente no defeito, assim como a gradual transformacao deste
em tecido 6sseo trabecular. A area de neoformacgéo 6ssea trabecular aumentou em
relacdo ao periodo de observacdo anterior, chegando a ocupar toda a regido do
defeito e unindo ambas as extremidades do radio. Constatou-se ainda presenca de
tecido adiposo e de tecido conjuntivo derivado do peridsteo, sendo este Ultimo

localizado em maior quantidade na face cranial do defeito (regido oposta a ulna).

No periodo de 60 dias de pds-operatoério, observou-se diminuta area de
tecido cartilaginoso devido a sua substituicdo por tecido 0sseo trabecular. A area de
trabéculas 6sseas sofreu reducdo em virtude do processo de remodelamento ésseo
e inicio de formagéo de zonas de medula éssea. Estas foram detectadas por toda a
regido do defeito, mas sem formacao de canal medular definido. Além disso, na face
cranial do defeito havia presenca de cortical 6ssea delgada incompleta e, em

algumas areas proximas a ulna, o tecido 6sseo apresentava-se mais compacto.

Aos 120 dias de pOs-operatorio, o tecido cartilaginoso foi totalmente
substituido por tecido 0sseo, excetuando-se o coelho n® 5, que ainda apresentava
pequena area de cartilagem no centro do defeito. Houve diminuicdo da area de
tecido 6sseo neoformado e aumento das areas de medula 6éssea, que agora
ocupavam a maior parte do defeito, restabelecendo o canal medular do radio. Em



todos os animais, observou-se discreta cortical 6ssea externa unindo ambas as

extremidades osteotomizadas do radio.
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Figura 13 — Corte histolégico longitudinal de defeito tratado com auto-enxerto
esponjoso aos 15 dias de pos-operatério. Nota-se a formacdo de tecido
cartilaginoso (C) proxima as extremidades osteotomizadas do radio (setas) e
avancando para o centro do defeito. A formagéo de tecido 6sseo trabecular é visivel
(setas largas) a partir das bordas do defeito (especialmente proximal) e em maior
quantidade a partir da face cranial da ulna (U). No centro do defeito ha areas de
tecido adiposo (A). Tecido conjuntivo (TC) derivado do peridsteo é observado
recobrindo toda a regido externa do defeito.
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Figura 14 — Detalhe do defeito 6sseo tratado com auto-enxerto 0SSeo esponjoso aos
15 dias de pés-operatdrio. Observa-se proliferacdo de trabéculas ésseas (T) a partir
da borda proximal do radio (setas) e a presenca de tecido cartilaginoso (C) e de
tecido conjuntivo (TC). (HE — 5X)
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Figura 15 — Detalhe da formacédo éssea na regido central do defeito ésseo tratado
com auto-enxerto esponjoso aos 15 dias de pdés-operatorio. Verifica-se 0 aspecto
trabecular e a presenca de ostedcitos (setas). (HE — 40X)



Figura 16 — Corte histolégico longitudinal do defeito ésseo tratado com auto-
enxerto esponjoso aos 30 dias de pds-operatorio. O tecido 6sseo neoformado
(setas largas) ocupa todo o defeito 6sseo, sendo visualizadas uma pequena area
de tecido cartilaginoso (C) préxima a extremidade osteotomizada superior do radio
(setas) e uma area de tecido adiposo (A) no centro do defeito 6sseo. O 0sso
neoformado préoximo a face cranial da ulna (U) j& se apresenta mais compacto
(setas vazadas) que no resto da falha segmentar. Nota-se a presenca de tecido
conjuntivo derivado do periosteo (TC) recobrindo toda superficie do defeito dsseo.
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Figura 17 — Defeito Gsseo tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso aos 30 dias de
pos-operatério. Nota-se a proliferacdo trabecular (setas largas) a partir da
extremidade osteotomizada proximal (linha tracejada) do radio (R). (HE — 20X)

Figura 18 — Defeito Gsseo tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso aos 30 dias de
pos-operatério. Detalhe de trabécula 6éssea (T) margeada por osteoblastos (setas) na
regido central do defeito 6sseo. (HE — 40X)
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Figura 19 — Corte histolégico longitudinal do defeito 6ésseo
tratado com auto—enxerto esponjoso aos 60 dias de poés-
operatério. Nota-se a diminuicdo da area de neoformacéo 6ssea
(setas cheias), devido a formacdo de zonas de medula éssea
(MO) entre as trabéculas, e a presenca de septo de tecido
conjuntivo (TC) proximo ao centro do defeito 6sseo. O tecido
0sseo neoformado préximo a ulna apresenta aspecto lamelar
(setas vazadas).
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Figura 20 — Defeito Gsseo tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso aos 60 dias de
pbs-operatdrio. Nota-se septo de tecido conjuntivo (TC) entre as trabéculas ésseas
neoformadas (setas cheias) e a presenca de tecido cartilaginoso na regiéo central do
defeito 6sseo proximo a ulna (U). (HE — 5X)
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Figura 21 — Defeito 6sseo tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso aos 60 dias de
poOs-operatério, na regido da extremidade osteotomizada distal do radio (R). Verifica-
se inicio de formacdo de medula 6ssea (MO) entre as areas de tecido Gsseo
neoformado (setas cheias). (HE — 5X)
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Figura 22 — Imagem radiografica em posicao lateral (a) e corte histolégico
longitudinal (b) de defeito 6sseo tratado com auto-enxerto esponjoso aos 120 dias
de poés-operatério (coelho n° 5). Observa-se no destaque da radiografia o tecido
0sseo neoformado em fase de remodelacdo e ocupando toda area do defeito
0sseo. No corte histolégico correspondente, nota-se a formacao de uma cortical
0ssea delgada (setas vazadas) e a formacgdo do canal medular na regido do defeito
0sseo (CM).



CM

Figura 23 — Defeito 6sseo tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso aos 120
dias de pos-operatério. Verifica-se a remodelacdo Ossea das trabéculas
provenientes da ulna (U) para formacao de canal medular (CM) na regido central
do defeito 6sseo (HE — 5X).
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Figura 24 — Defeito 6sseo tratado com auto-enxerto ésseo esponjoso aos 120
dias de pds-operatério. Observa-se a formacdo do canal medular (CM) e de
cortical 6ssea (CO) na regido do defeito ésseo e a presenca de feixes
musculares (setas). (HE — 5X)



5.3.2 Membro tratado com polimero de
mamona

Aos 15 dias de pos-operatério, notou-se formagcdo de tecido
cartilaginoso em regifes proximas a face ulnar ou as extremidades osteotomizadas
do radio. Nestas areas foi também observado o processo de substituicdo do tecido
cartilaginoso por tecido 6sseo primario (trabéculas 6sseas). Os granulos de polimero
de mamona foram facilmente identificados, embora n&o tenham sido evidenciados
pela coloracdo da Hematoxilina-eosina. Estes se encontraram aglomerados no
centro do defeito, envoltos por tecido conjuntivo fibroso. Os granulos localizados
mais perifericamente estavam em intimo contato ou totalmente envoltos por tecido
cartilaginoso ou por tecido 0sseo primario. Havia ainda areas de tecido conjuntivo na

face cranial do defeito e areas de tecido adiposo no centro deste.

Com 30 dias de pds-operatdrio notou-se diminuicdo na area de tecido
cartilaginoso e aumento da area de trabéculas Osseas, quando comparado ao
momento de observacao anterior. O crescimento 6sseo ocorreu a partir da face ulnar
e das extremidades osteotomizadas do radio. Os granulos de polimero de mamona
encontravam-se concentrados na face cranial do defeito (regido oposta a ulna) e a
maioria estava envolta por tecido conjuntivo. Os granulos localizados mais
perifericamente estavam em intimo contato ou totalmente envoltos por tecido

cartilaginoso ou por tecido 6sseo primario.

Aos 60 dias de pos-operatorio ocorreu total substituicdo do tecido
cartilaginoso por tecido 6sseo. A area de trabéculas 6sseas sofreu pequena reducao
quando comparada com o periodo de observacdo anterior. O tecido 0sseo
neoformado encontrava-se mais compacto, especialmente nas regides proximas a
ulna. Observou-se formacado de areas de medula 0ssea proximas as extremidades
osteotomizadas do radio. Os granulos de polimero de mamona ndo apresentavam
sinais de reabsorcdo e encontravam-se envoltos por tecido conjuntivo, tecido ésseo

ou medula 6ssea.

No periodo de 120 dias de pés-operatorio detectou-se auséncia de
tecido cartilaginoso em toda extensdo do defeito. Houve aumento da producédo de
tecido 6sseo neoformado quando comparado aos 60 dias de pds-operatério, estando

este com aspecto lamelar. Areas de medula Ossea apresentavam-se em maior



namero no defeito. Os granulos de polimero mais préximos a ulna encontravam-se
totalmente envoltos por tecido 6sseo e/ou medula éssea. Aqueles situados na face
cranial do defeito encontravam-se envoltos por tecido conjuntivo. Em nenhum dos

animais deste grupo ocorreu formacéao de cortical 6ssea externa.
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Figura 25 — Corte histolégico longitudinal do defeito ésseo tratado com
polimero de mamona aos 15 dias de p6s-operatério. Verificam-se areas de
tecido cartilaginoso (C) préximas as extremidades osteotomizadas do radio
(setas). Observa-se intensa reacao periosteal nas extremidades do radio e
formacédo de tecido 0sseo trabecular (setas largas) a partir das bordas do
defeito 6sseo e a partir da face ulnar (U). No centro do defeito dsseo
notam-se os granulos de polimero (*) envoltos por tecido conjuntivo ou por
tecido 6sseo neoformado. Tecido conjuntivo (TC) derivado do periésteo
recobre toda a regido mais externa do defeito 6sseo.
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Figura 26 — Detalhe da regido proximal do defeito 6sseo tratado com polimero de
mamona aos 15 dias de poOs-operatério. Presenca de formacdo éssea trabecular
(setas cheias), tecido cartilaginoso (C) e granulos de polimero (*) em contato intimo
com o tecido cartilaginoso. (HE — 5X)

Figura 27 — Detalhe da regido média do defeito ésseo tratado com polimero de
mamona aos 15 dias de pds-operatério. Nota-se a presenca de granulos de polimero
de mamona em contato com tecido 6sseo neoformado (*). (HE — 5X)
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Figura 28 — Corte histoldgico longitudinal do defeito dsseo tratado com
polimero de mamona aos 30 dias de pdbs-operatorio. Nota-se
proliferacdo de trabéculas Osseas (setas cheias) a partir das
extremidades osteotomizadas do radio (setas) e da face ulnar (U), além
de tecido cartilaginoso (C) préximo a borda distal do radio. Os granulos
de polimero préximos a ulna estdo envolvidos por tecido 6sseo
neoformado (*), e os mais afastados permanecem circundados por
tecido conjuntivo (#). Verifica-se a formacdo da medula éssea (MO) a
partir do canal medular da extremidade distal do radio. Alguns granulos
de polimero (¢) encontram-se em contato intimo com as células da
medula éssea e tecido 6sseo neoformado.
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Figura 29 — Defeito 6sseo tratado com polimero de mamona aos 30 dias de poés-
operatdrio. Verifica-se a neoformacdo 0ssea (setas cheias) a partir da extremidade
osteotomizada distal do radio (setas) e os granulos de polimero envoltos por tecido
0sseo e células de medula 6ssea (*). (HE — 20X)
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Figura 30 — Detalhe de granulo de polimero de mamona (*) circundado por tecido
6sseo neoformado (seta cheia) e medula 6ssea (MO). (HE — 40X)
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Figura 31 — Corte histoldgico longitudinal do defeito 6sseo tratado
com polimero de mamona aos 60 dias de pés-operatdrio. Nota-se
formacdo éssea (setas cheias) em forma de cunha a partir da
extremidade osteotomizada proximal do radio, face ulnar (U) e, em
menor quantidade, a partir da extremidade osteotomizada distal do
radio. Os granulos de polimero estdo envoltos por tecido 6sseo
neoformado (*) e grande quantidade de tecido conjuntivo (TC)
derivado do periésteo na regido da extremidade osteotomizada
proximal do radio.



Figura 32 - Defeito 6sseo tratado com polimero de mamona aos 60 dias de poOs-
operatorio. Verifica-se a proliferacdo 0ssea (setas cheias) a partir da extremidade
osteotomizada proximal (linha tracejada) do radio (R) e granulos de polimero (*)
envoltos por tecido 6sseo. (HE — 5X)
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Figura 33 — Defeito 6sseo tratado com polimero de mamona aos 60 dias de p0s-
operatorio. Granulos de polimero (*) estdo envoltos por tecido 6sseo (setas cheias),
tecido conjuntivo (TC) e medula éssea (MO). (HE — 5X)
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Figura 34 — Imagem radiografica em posicdo lateral (a) e corte histologico

longitudinal (b) de defeito 6sseo tratado com polimero de mamona aos 120 dias de
pés-operatério (animal n° 3). Observa-se no destaque da radiografia producéo
0ssea unindo as extremidades osteotomizadas do radio, mas permanecendo uma
regido radiotransparente na regido central do defeito 6sseo (cabeca de seta). No
corte histolégico correspondente, nota-se a formacdo Ossea unindo ambas as
extremidades osteotomizadas do radio (setas), areas de medula 6ssea (MO) sem
canal medular evidente, granulos de polimero envoltos por tecido 6sseo e medula
Ossea (*), e o principio de formacéo da cortical 6ssea na regido do defeito 6sseo
em oposicao a ulna (setas vazadas). A regido radiotransparente da imagem
radiogréfica corresponde a regido de concentracdo de granulos de polimero no
corte histoldgico.



Figura 35 — Detalhe da regido central do defeito ésseo tratado com polimero de
mamona aos 120 dias de poés-operatério. Os granulos de polimero (*) estao
completamente envolvidos por tecido 6sseo neoformado. (HE — 5X)

Figura 36 — Detalhe de granulo de polimero integrado (setas) ao tecido ésseo
neoformado. (HE — 20X)



5.4Microscopia de Polarizacao

Pela microscopia de polarizacdo detectou-se que, em todos o0s
momentos de observacdo, o padrdo de organizacdo estrutural dos granulos de

polimero de mamona nao sofreu alteracdo (Figura 37).

Figura 37 — Microscopia de polarizacdo para observacdo da organizacdo estrutural dos
granulos de polimero de mamona. Nao ha evidéncias de alteracBes na estrutura dos
granulos de polimero (*) aos 15 dias (a), 30 (b), 60 (c) e 120 dias (d), de pés-operatorio. (HE

— 20X)



5.5 Exame Morfométrico e Analise

Estatistica

Pela andlise de variancia das médias, ndo houve diferenca estatistica
entre as areas ocupadas por granulos de polimero na falha segmentar, comparando-
se 0s quatro momentos de observacdo (15, 30, 60 e 120 dias de pds-operatério)
(Tabela 1).

Quanto a producao de tecido cartilaginoso no interior do defeito ésseo,
houve diferenca pelo teste “t” (P<0,05) em func&o do tratamento, apenas aos 15 dias
de pés-operatdrio, no qual a producdo de tecido cartilaginoso no membro tratado
com polimero de mamona foi significantemente menor que a produ¢do no membro
tratado com auto-enxerto 6sseo esponjoso (Tabela 2).

Com relagdo a produgcdo de tecido O6sseo na regido do defeito
segmentar induzido nos coelhos, houve diferenca pelo teste “t” (P<0,05) em funcéo
do tratamento apenas aos 30 dias de pos-operatorio, no qual a producdo de
trabéculas 6sseas neoformadas foi significantemente menor no membro tratado com
o polimero de mamona, em relacdo ao membro tratado com auto-enxerto 0sseo
esponjoso (Tabela 3).

Os valores obtidos estao apresentados nas Tabelas de 1 a 3.



Tabela 1 — Valores médios (mm?) das &reas de granulos de polimero de mamona
encontrados no defeito 0sseo induzido, em funcdo do momento (dias de poés-
operatorio), e seus respectivos desvios padroes.

Momentos

15 30 60 120
Areas 9,207 +1,42 9,684+0,64 7909+1,42 9,470+2,39

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou ndo haver diferenca significativa entre as
médias (p>0,05).

Tabela 2 — Valores médios (mm?) das areas de producdo de tecido cartilaginoso na
regido do defeito 6sseo e seus respectivos desvios padrdes, em funcao do
tratamento (auto-enxerto esponjoso e polimero de mamona) e dos momentos de
avaliacao (dias de pGs-operatério).

Momentos
Tratamento 15 30 60 120
Auto-enxerto 6,903+2,98 2,040%+2,29 0,308+0,48 0,040 0,08
Polimero 1,332 +1,50* 0,866 +0,52 0,486 +0,37 0,000 + 0,00

* p<0,05 pelo teste “t” de Student em relacdo ao respectivo par, dentro do mesmo
momento de avaliagéo.

Tabela 3 - Valores médios (mm?) das areas de producéo de tecido 6sseo na regido do

defeito 6sseo e seus respectivos desvios padrdes, em funcdo do tratamento (auto-enxerto

esponjoso e polimero de mamona) e dos momentos de avaliacdo (dias de pds-operatorio).
Momento

Tratamento 15 30 60 120
Auto-enxerto 8,156 + 5,12 25,741 +7,70 15,790+ 2,45 14,063 + 3,50
Polimero 11,019 +6,52 13,582 +8,66* 12,133+3,78 17,394+ 4,46

* p<0,05 pelo teste “t” de Student em rela¢do ao respectivo par, dentro do mesmo momento
de avaliacao’.



DISCUSSAQ



© DISCUSSAO

O local padronizado para realizagdo do defeito segmentar foi o
mesmo utilizado por Ciani (2004), visto permitir rapida sustentacdo do membro sem
perigo de colapso, fato verificado no presente experimento. Defeitos de 1cm de
comprimento induzidos no radio de coelhos ndo podem ser considerados criticos
(Ciani, 2004), por apresentarem capacidade de regeneracdo. No entanto, 0 0SSO
regenerado ocorre sem retorno a estrutura original do defeito, mesmo com periodos
de observacdo maximo de 12 semanas (Zellin & Linde, 1997) ou de
aproximadamente 20 semanas (Ciani, 2004). Sendo assim, materiais testados neste
tipo de defeito, para serem efetivos, deverdo promover total regeneracdo 6ssea, ou
seja, a neoformacdo 6sseo em 100% da lesdo, fato detectado apenas no grupo
tratado com auto-enxerto esponjoso, cujo Ultimo momento de avaliagdo correspondia
a aproximadamente 17 semanas de pos-operatorio.

O auto-enxerto esponjoso obtido da porcdo proximal do umero, além
de fornecer volume suficiente para o preenchimento do defeito radial, foi de facil
acesso cirdrgico e nao exigiu mudanca no posicionamento do animal, como citado
por outros pesquisadores (Perry, 1999; Finkemeier, 2002). Entre as desvantagens
relacionadas a este tipo de enxerto (Pinto-Junior, 1990; Arrington et al., 1996; Fitch
et al., 1997; Itho et al., 1998; Moore, 2001), a principal verificada no experimento foi

0 aumento do tempo cirdrgico.

Optou-se pelo emprego do polimero de mamona na forma de gréos e
ndo em blocos pré-moldados (Ignacio, 1996; Maria et al., 2003; DelCarlo et al.,
2003) visando simular, em termos de colocacdo e manipulagéo, as caracteristicas
intrinsecas do enxerto esponjoso. Vale referir que o uso de sangue autélogo foi um
fator importante para a melhor agregacdo do produto no momento da aplicacéo.
Sem a inclusédo de sangue poderia haver dispersédo dos granulos. Embora néo tenha
sido empregado qualquer tipo de barreira, como por exemplo, membranas
osteopromotivas (Zellin & Linde, 1996), o biomaterial manteve-se concentrado na

falha segmentar, verificado pelos exames radiografico e histoldgico.



A andlise radiografica permitiu, em ambos o0s grupos, o estudo
evolutivo da regeneracdo 6ssea na falha segmentar, porém néo foi adequada para
avaliar a presenca e modificacbes dos granulos de polimero devido a baixa
radiopacidade dos mesmos. Isso difere de Silva et al. (1997), que citaram serem as
radiografias convencionais excelentes meios para exame do comportamento
biolégico do tecido Osseo frente a implantes com materiais aloplasticos. A
radiopacidade do polimero esta associada a quantidade de carbonato de célcio, em
geral na proporcdo média de 34% a 40% (DelCarlo et al., 2003; Bioosteo, 2004),
cuja funcéo seria o fornecimento de ions calcio, que estimulariam o aparecimento de
células osteogénicas (Teixeira & Ramalho, 1995) e melhorariam as propriedades de
integracdo com o tecido 6sseo (Ignécio, 1999). Em termos de compatibilidade,
Mastrantonio & Ramalho (2003) n&o verificaram diferencas, ao implantarem discos
de poliuretana de mamona acrescidos ou ndo de carbonato de calcio no tecido
subcutaneo de camundongos.

Os resultados dos exames radiograficos mostraram, nos diferentes
momentos de avaliacdo, que a regeneracao 0ssea foi mais evidente e acelerada no
membro tratado com auto-enxerto esponjoso. No ultimo momento de avaliacdo, aos
120 dias de poés-operatorio, o defeito tratado com auto-enxerto esponjoso estava
totalmente reconstituido e em fase de remodelacédo, ao passo que o tratado com
polimero apresentava sinais de remodelacdo, mas com 79% de neoformacéo éssea,
confirmando ser o enxerto 6sseo esponjoso autdgeno ainda o melhor estimulador da
regeneracao 0ssea, como referido por outros autores (Lane, 1999; Moore, 2001).

Os achados da andlise histolégica auxiliaram na interpretacdo e
comprovacgdo dos resultados radiograficos. A quantidade de trabéculas ésseas foi
maior, estatisticamente, no grupo tratado com auto-enxerto esponjoso apenas aos
30 dias de pds-operatério, indicando um processo evolutivo mais acelerado em
relacdo ao grupo tratado com polimero de mamona. Devido ao processo de
reabsorcdo e remodelacdo 0sseas no grupo tratado com auto-enxerto esponjoso,
houve uma diminuicdo da area de trabéculas 6sseas aos 60 e 120 dias de pos-
operatorio, o que justificou a semelhanca estatistica entre os tratamentos nestes
momentos. Vale salientar que em todos os animais deste grupo o canal medular do
radio jA estava completamente reconstituido aos 120 dias de pés-operatorio. De
forma similar, Oliveira et al. (1995), ao promoverem defeitos de 5mm de diametro na

calota craniana de coelhos, detectaram auséncia de reacao inflamatoria e formacao



parcial de tecido 6sseo naqueles tratados com polimero de mamona em contraste
aos tratados com enxerto ésseo autdgeno, que se apresentavam incorporados em

fase de remodelagéo.

Na analise histolégica aos 15 dias de pds-operatdrio o auto-enxerto
esponjoso nao foi identificado; no entanto, ja se evidenciava a formacao de tecido
cartilaginoso e areas de neoformacdo 6ssea do tipo trabecular. Isto esta associado
as afirmacdes de Bauer (2000) de que a maioria das células do auto-enxerto 6sseo
esponjoso morre como resultado de isquemia apOs o transplante para o leito
receptor, porém as mais resistentes, células mesenquimais primitivas e progenitoras

de células endoteliais, proliferam e estimulam a producédo 6ssea.

Embora nos demais momentos de observacdo tenha havido
progressiva maturacdo no osso neoformado, a formagdo 6ssea com presenca de
tecido cartilaginoso € indicativa de algum grau de instabilidade. Por sua vez, Miclau
et al. (1996) ao estudarem a evolucdo do auto-enxertos esponjosos, implantados em
defeitos de 4,5 cm de diametro promovidos na diafise femoral de caes adultos,
notaram auséncia de tecido cartilaginoso durante a incorporagdo. Como referido por
Bauer (2000), a mecéanica no ambiente do enxerto tem profundo efeito na

revascularizacdo e na diferenciacéo celular.

Em nenhum dos momentos de avaliacdo do defeito tratado com
polimero de mamona, detectaram-se sinais de reacédo inflamatéria com presenca de
células gigantes ou do tipo corpo-estranho, indicando biocompatibilidade do
biomaterial. Resultados similares foram verificados por outros autores que
empregaram outras formulacées do biomaterial em defeitos circulares induzidos no
condilo medial de coelhos (Ohara et al., 1995), calota craniana de coelhos (Oliveira
et al., 1995), mandibula de ratos (Teixeira & Ramalho, 1995) e tibia de ratos
(Mendoza-Barrera et al., 2004); e defeitos segmentares realizados no radio de
coelhos (Ignéacio, 1995) e arco zigomatico de ratos (Leonel et al., 2004). Por sua vez,
embora Calixto et al. (2001) tenham detectado presenca de células gigantes tipo
corpo estranho quando o biomaterial foi implantado em alvéolo dental de ratos, estas
ndo foram consideradas como sinal de incompatibilidade por causa da discreta

ocorréncia.

Na medida em que havia proliferacdo 6ssea a partir da ulna e das

extremidades osteotomizadas do radio, os granulos de polimero concentravam-se



no centro do defeito e eram progressivamente envoltos por trabéculas 6sseas. No
altimo periodo de avaliacdo ainda se verificavam alguns granulos de polimero
envoltos por tecido conjuntivo. Esses achados sugerem que o biomaterial possa ter
capacidade de osteointegracdo, que € caracterizada pela ancoragem direta de um
implante devido a formac&o de tecido 0sseo ao seu redor, sem 0 crescimento de
tecido fibroso na interface osso-implante (Merck, 2005). De modo similar, Calixto et
al. (2001), ao implantarem flocos de resina de formato irregular e tamanho variavel
(700 a 1200pum) no alvéolo dental de ratos, detectaram quantidade
progressivamente maior de tecido 6sseo em maturacéo entre e ao redor dos flocos,
no geral com interposicdo de tecido conjuntivo. Contrariamente, Ignacio (1999),
Maria et al. (2003) e Ziliotto et al. (2003) quando empregaram o biomaterial em cées,
respectivamente, no formato de cilindro poroso ou compacto, pino e como cimento
0sseo, concluiram ser este ndo osteointegravel, uma vez que detectaram formacao

de cépsula fibrosa ao redor do implante.

Por definicdo, osteoconducao refere-se a um arcabouco receptivo que
facilita a formacao 6ssea (Bauer & Smith, 2002), pela incursdo de vasos sangliineos
e 0sso neoformado para o seu interior (Greenwald et al., 2001). No presente estudo
o crescimento 0sseo foi detectado entre os granulos do polimero de mamona, porém
ndo no interior de seu arcabouco. Desta maneira, ndo foi possivel confirmar o
potencial osteocondutor deste biomaterial na forma de granulos, diferente do
observado por outros autores que o empregaram nas formas de blocos, cilindros e
flocos (Ignéacio, 1995; Ohara et al.,, 1995; DelCarlo et al., 2003; Figueiredo et al.,
2004; Leonel et al., 2004).

Ohara et al. (1995) e Leonel et al. (2003) observaram em seus
experimentos neoformacédo tecidual em meio aos poros do biomaterial, quando
aplicados no condilo medial do fémur de coelhos e na substituicdo de segmento do
arco zigoméatico em ratos, respectivamente. Isto ndo pbde ser verificado no presente
estudo, apesar da afirmacédo da existéncia de poros no material ora utilizado, os
quais seriam de aproximadamente 1 a 2 um de diametro, de acordo com o fabricante
(Bioosteo, 2004). Vale salientar que, em estudos in vitro, o tamanho minimo de um
poro para facilitar a penetracéo celular é 20 um, porém estes devem ser maiores que
50 um para favorecer a formagéo de novo osso dentro dos poros (Lu et al., 1999). O

didmetro dos poros no polimero de mamona pode variar de acordo com a sua



apresentacao (em forma de biomassa ou pré-moldada) e também de acordo com a
concentracdo de carbonato de calcio utilizada na sua preparacdo, uma vez que este

preenche os poros existentes no corpo do polimero (Bioosteo, 2004).

Histologicamente ndo se constataram sinais de reabsor¢do dos
granulos do polimero e, estatisticamente, ndo houve variacdo entre os diferentes
momentos de observacdo na area média ocupada pelos granulos. Além do mais, a
microscopia de polarizagdo ndo mostrou alteracdo na organizagao estrutural dos
granulos, indicando a capacidade do material como um preenchedor de espaco.
Resultados semelhantes foram referidos por Ohara et al (1995), quando implantaram
o biomaterial no formato de cilindros no céndilo de coelhos, verificando, pela analise
histol6gica, ndo haver qualquer agressédo do 0sso a resina poliuretana de mamona,
seja reabsorvendo ou substituindo o material. Por sua vez, Mendoza-Barrera et al.
(2004) citaram uma minima reabsorcdo do biomaterial, por acédo celular, quando
injetado em defeitos de 1mm, na tibia de ratos. Estes resultados contrapem-se ao
de Leonel et al. (2004), que relataram reabsorcdo do polimero de mamona pela acao
de macréfagos e posterior substituicdo por tecido 6sseo, quando este foi aplicado na
forma de blocos para a reconstrucdo de defeito segmentar de 2mm no arco
zigomatico de ratos. Também Caruzo & Roslindo (1995) ao implantarem o
biomaterial no arco zigomatico de ratos sugeriram ser a presenca de células
multinucleadas indicios de reabsorcdo, as quais ndo foram observadas em nenhum

momento no presente estudo.
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[/ CONCLUSOES

Nas condicbes em que foi realizado este trabalho e baseando-se nos

resultados obtidos, conclui-se que:

1. O auto-enxerto esponjoso apresenta maior capacidade de regeneracao 0ssea
quando comparado ao polimero de mamona, pelos exames radiograficos e

histoldgicos;

2. Pela avaliacdo histologica o polimero de mamona na forma de grénulos atua
como preenchedor de espaco sem sinais indicativos de degradacéo, além de

ser biocompativel e osteointegravel.
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