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RESUMO

Introducé&o: O objetivo do presente estudo foi avaliar histomorfometricamente o comportamento
do polimero de mamona durante o processo de cicatrizacao de defeitos de tamanho critico
preparados em calvarias de ratos. Materiais e Métodos: Vinte animais foram submetidos a
um procedimento cirdrgico que consistiu em se realizar na calvaria de cada animal um
defeito critico de 8 mm de didmetro com uma broca trefina. Os ratos foram divididos em dois
grupos de acordo com os seguintes procedimentos: Grupo C, ndo receberam nenhum
tratamento local e o defeito 6sseo foi preenchido com coagulo sanguineo; Grupo M, o
defeito 6sseo foi preenchido com particulas de polimero de mamona. Os animais foram
sacrificados 180 dias apds os procedimentos cirdrgicos. Apos os procedimentos laboratoriais
de rotina as pecas foram submetidas a analise histomorfométrica. Resultados: Nos animais
do Grupo C o tecido 6sseo neoformado mostrou-se bem desenvolvido, com areas adjacentes
de matriz ostedide rica em osteoblastos, e restrito as proximidades das bordas do defeito.
Nos animais do Grupo M observou-se tecido 6sseo lamelar neoformado restrito as
proximidades das bordas do defeito e particulas de Polimero de Mamona distribuidas ao
longo do defeito. Houve uma maior porcentagem de area de 0sso neoformado estatisticamente
significante nos animais do Grupo C comparado aos animais do Grupo M. Concluséo:
Dentro dos limites deste estudo pode-se concluir que o polimero de mamona apresentou-se
biocompativel e manteve o espaco durante o processo de cicatriza¢cdo de defeitos de tamanho
critico cirurgicamente preparadas em calvarias de ratos.

UNITERMOS: Cicatrizacéo de feridas, Regeneracdo Ossea, Semente de Ricino, Teste
de Materiais.

INTRODUCAO O principio da regeneragdo 6ssea postula que

Os trabalhos relacionados a reparagdo 6ssea 0 processo de cicatrizacdo 0ssea ocorre pela
tém sido realizados ha anos, com a intencdo de competicdo entre células dsseas e do tecido conjuntivo

adquirir novos conhecimentos que possam auxiliarem  paraa colonizagao e preenchimento de determinada
cirurgias de reconstrucdo®, reparacdes 6sseas area, representando um dos principios basicos da
guiadas e implantes?. engenharia tecidual*?>28.
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Com o passar dos anos, surgiram estudos na
busca de métodos auxiliares para realgar a resposta
inerente do organismo vivo no que diz respeito ao
processo da neoformacgdo 6ssea. Desta forma,
materiais para preenchimento dos defeitos 6sseos
passaram a ser empregados para restabelecer a
continuidade entre as extremidades 6sseas e fornecer
estimulos a osteogénese?.

Os metais inertes (como o titanio e a platina),
as ceramicas (como a hidroxiapatita) e os polimeros
(como o olitetrafluoretileno, o polietileno, o poliéster
e o silicone) constituem exemplos de biomateriais
usados para o preenchimento dos defeitos dsseos e
como substitutos dos tecidos vivos que deixaram de
apresentar suas funcdes?. O principal desafio
existente no estudo dos biomateriais € o de encontrar
um material que seja biocompativel com os tecidos4.

Assim sendo, foi desenvolvido a partir de 1984,
pelo Grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de
Polimeros da Universidade de S&o Paulo, campus de
Sé&o Carlos, um polimero a base de moléculas vegetais
extraidas da mamona, cuja estrutura molecular se
assemelha a existente nos organismos vivos?®.

O polimero de mamona origina—se da reacao
guimica entre um pré—polimero e um poliol do tipo
poliéster. O 6leo de mamona é na realidade um
poliéster, formado por trés moléculas do acido
ricinoléico, cada uma delas com um grupo hidroxila
no carbono 12, propicio para a polimerizagao por meio
de ligacdes uretanas. Os grupos hidroxila do acido
ricinoléico reagem com 0s grupos isocianatos do pré-
polimero difenilmetanodiisocianato para formar o
polimero, que tem sido utilizado para o preenchimento
de defeitos 6sseos e de alvéolos pés—exodontias e
como matéria prima para a confecgéo de proteses
vivost?2,

O polimero de mamona possui excelentes
propriedades estruturais e um bom poder de adeséo,
pela presenca de poros irregulares em sua estrutura.
No entanto, resultados controversos tém sido
encontrados na literatura a respeito do preenchimento
dos poros do polimero de mamona apos a sua
inser¢do nos tecidos vivos®o112,

Sendo assim o propdsito do presente estudo
foi avaliar histomorfometricamente o comportamento
do polimero de mamona durante o processo de
cicatrizacéo de defeitos de tamanho critico preparados
em calvérias de ratos.

MATERIAL E METODO

Para a realizacdo deste estudo, foram
utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus, albinus,Wistar)
adultos machos, com 3 a 4 meses de idade e peso
variando de 350 a 400 g (Biotério da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” - UNESP).

O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal

(CEEA) da referida instituicdo. Os animais foram
mantidos sob temperatura ambiente variando de 22 a
24°C, com ciclos de 12 horas de luz por dia.

Durante a realizacdo do estudo experimental,
0s ratos consumiram ragdo sélida e agua ad libitum.
Os animais foram aleatoriamente divididos em 2
grupos: Grupo C (controle), Grupo M (preenchimento
da cavidade com polimero de mamona).

Procedimento cirdrgico

Os animais foram anestesiados por injecao
intramuscular de cloridrato de quetamina (0,7 ml/kg)
associado a xilazina (0,3 ml/kg). Ap0s tricotomia e
anti-sepsia da area a ser operada, foi realizada uma
incisédo em formato de “U”, com sua base voltada para
aregido posterior, e um retalho de espessura total foi
elevado. A seguir, um defeito critico padrdo de 8 mm
de diametro®'® foi criado no osso da calvaria,
envolvendo a sutura sagital. O defeito foi realizado
usando uma broca trefina de 8 mm de didmetro
externo (3i Implant Innovations, Inc., Palm Beach
Gardens, EUA) acoplada a uma pec¢a de méo de baixa
rotacdo, sob irrigagdo abundante de solucéo salina
estéril.

A sequir, foram criadas duas marcacdes para
localizacdo do centro do defeito durante o
processamento laboratorial e, também, para servir
como referéncias para localizagdo das margens
Osseas originais do defeito durante a anéalise
histométrica. Para tanto, um eixo imaginario
longitudinal foi tracado de modo a dividir o defeito
exatamente ao meio. Sobre esse eixo longitudinal,
foram medidas distancias de 2 mm para anterior e
2mm para posterior, a partir das margens da cavidade,
com auxilio de uma sonda milimetrada. Em cada ponto
correspondente as distancias medidas, foi
confeccionado um orificio, com broca “carbide”
cirdrgica tronco-conica n® 701, que foi preenchido com
amalgama3*.

No Grupo C, a cavidade 0ssea foi preenchida
somente com coagulo sangiiineo. JA no grupo M, esta
foi preenchida com polimero de mamona. Os tecidos
moles foram cuidadosamente reposicionados e
suturados, de modo a obter fechamento primério da
ferida (Seda 4.0, Ethicon, Sado Paulo, SP, Brasil).
Cada animal recebeu dose Unica de 24.000 unidades
de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico* Veterinario
Pequeno Porte, Fort Dodge@ Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP) via intramuscular.

Processamento tecidual

Ap6s 180 dias do ato cirdrgico os animais foram
sacrificados. As areas de interesse foram removidas
e as pecas obtidas foram fixadas em solucéo de formol
neutro a 10%, lavadas e descalciflcadas em solucéo
de Acido Etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.) a 16%.
Ap0s descalciflcacao inicial, cada peca foi cortada
em duas, no sentido longitudinal, no local
correspondente ao centro do defeito, indicado pelas
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marcagdes de amalgama. Cortes transversais foram
também realizados, tangencialmente a ambas as
marcagdes de amalgama, tal que cada peca ficou com
aproximadamente 12 mm de comprimento (8 mm do
diametro original do defeito, mais 2 mm de osso
original da calvaria de cada lado). Apds um periodo de
descalciflcacdo adicional, as pecgas foram lavadas,
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina.
As pecas foram incluidas de maneira que, na
realizacdo dos cortes, estes foram iniciados a partir
do centro do defeito. Foram realizados cortes
seriados, com 6 pum de espessura, corados pelas
técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.) ou Tricrdbmico
de Masson para analise histologica com auxilio de
microscopio Optico binocular.

Analise histomorfométrica

A andlise histométrica foi realizada com um
sistema de avaliagdo de imagens por computador,
utilizando o “software” ImageLab 2000 (Diracon Bio
Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).
Foram selecionados 4 cortes histoldgicos de cada
espécime, correspondentes a regido central do defeito.
As imagens dos cortes histoldgicos foram capturadas
por meio de camera digital acoplada a microscdpio
de luz, com aumento de 32x do original, e transferidas
para um computador. As imagens digitalizadas foram
transferidas para o “software” ImageLab 2000.

Os seguintes critérios foram usados para
padronizar a analise histomorfométrica da imagem
digitalizada:

1) Delineou-se a Area Total (AT) a ser analisada,
correspondente a area do defeito cirdrgico original.
Esta area foi determinada da seguinte forma: a
espessura do 0sso original da calota foi medida a
direita e a esquerda do defeito cirirgico; essas duas
“extremidades de osso original da calota foram entéo
unidas com duas linhas, uma tracada seguindo a
superficie interna da calota e outra seguindo a
superficie externa da mesma, reproduzindo a ligeira
curvatura dessa estrutura anatémica. Foi localizado o
centro do corte histolégico no sentido do seu
comprimento e, a partir deste centro, foram medidos
2,5 mm de cada lado, para estabelecer os limites do
defeito cirargico original .

2) Dentro da AT, foram delineadas a Area de
Osso Neoformado (AON), bem como as areas
ocupadas pelos remanescentes do material implantado
denominadas Area de Polimero de Mamona (APM).

3) AAT foi medida em mm? e foi considerada
100% da éarea a ser analisada. As areas de Osso
Neoformado (AON) e de Polimero de Mamona (APM)
foram também medidas em mm? e calculadas como
uma porcentagem de AT, de acordo com as seguintes
formulas, respectivamente:?

AON (mm?) / AT (mm?) x 100

APM (mm?)/ AT (mm?) x 100
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RESULTADOS
Andlise histolégica

Nos animais do Grupo C nenhum dos espécimes
apresentou completo fechamento do defeito com tecido
0sseo. O tecido 6sseo neoformado mostrou-se bem
desenvolvido, com areas adjacentes de matriz ostedide
rica em osteoblastos, e restrito as proximidades das
bordas do defeito. Em todos os espécimes, a espessura
do tecido conjuntivo que ocupava a parte central do
defeito era bem inferior a do tecido 6sseo original da
calota. Este tecido conjuntivo bem vascularizado
apresentava-se rico em fibras coldgenas e bem
organizado. Foram observados infiltrados inflamatérios
agudo e cronico leves ao longo de todo o defeito. Em
alguns espécimes, foram observadas regifes com
concentracdo intensa de células inflamatérias,
predominantemente cronicas (Figura 1).
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FIGURA 1- Grupo C, 180 dias, aumento de 3.2 vezes

Nos animais do Grupo M n&o houve fechamento
total com tecido 6sseo em nenhum espécime.
Observou-se tecido dsseo lamelar neoformado restrito
as proximidades das bordas do defeito e, em alguns
espécimes, estendendo-se em dire¢cdo ao centro.
Observaram-se particulas de polimero de Mamona
distribuidas ao longo do defeito, a maioria delas com
aspecto fissurado e varias mostravam invaginacgao de
tecido conjuntivo em suas fissuras e centros
escavados. As particulas de polimero de mamona
encontravam-se circundadas por tecido conjuntivo rico
em fibroblastos, ora denso e organizado, com presenca
de matriz ostedide e osteoblastos, ora frouxo e
desorganizado. Estes formavam uma faixa com
espessura semelhante a do tecido 6sseo original da
calota. Observou-se infiltrado inflamatdrio leve, disperso
pelo defeito e predominantemente cronico (Figura 2).
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FIGURA 2- Grupo M, 180 dias, aumento de 3.2 vezes.

Tabela 1 — Médias e desvios padrfes da porcentagem da AON
de ambos os grupos apés 180 dias de tratamento

Porcentagem de ADN

Grupo C
2113 +16

Grupo M
12,71+ 144"

Y Diferenca estatisticamente significante com P<0,05 (ANOVA e
Tukey)
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Analise histométrica

As médias e desvios padrbes das
porcentagens de AON nos Grupos C e M ap6s 180
dias foram respectivamente de 21,13+1,6e 12,71 +
1,44 (Tabelal). Os resultados demonstraram que
houve uma maior porcentagem de AON 0dssea
estatisticamente significante nos animais do Grupo
C comparado aos animais do Grupo M (ANOVA e
Tukey com P<0,05). J4 a média e o desvio padrao da
porcentagem da APM remanescente no Grupo M
foram de 23,97 £1,58.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou
histomorfometricamente o comportamento do polimero
de mamona durante o processo de cicatrizacao de
defeitos de tamanho critico preparados em calvarias
de ratos. Os polimeros vegetais, como os derivados
do 6leo de mamona, utilizado neste estudo,
apresentam-se como produtos substitutivos
alternativos de poliéis e pré-polimeros, podendo ser
sintetizados a partir de moléculas derivadas de acidos
graxos vegetais. Além disto, a sintese de polimeros
com a utilizacao da biomassa de origem vegetal €
extremamente interessante para paises como o
Brasil, que possuem grande potencial agroindustria??.

varios sao os materiais que tém sido
empregados para uso biomédico. No entanto, todo
material preparado para ser usado no homem, deve
apresentar, de acordo com as suas indicacgdes,
equilibrio entre as suas propriedades fisicas e
bioldgicas®. Devido as suas propriedades fisicas e
biolégicas, os polimeros tém sido usados com
sucesso para o preenchimento de defeitos 6sseos
diversos e na confeccgao de bioproteses®6:9:11:17.22.25.26,

Os resultados deste estudo demonstraram que
nos animais do Grupo M as particulas de polimero de
mamona encontravam-se circundadas por tecido
conjuntivo rico em fibroblastos, denso e organizado,
com presenca de matriz ostedide e osteoblastos.
Estes formavam uma faixa com espessura semelhante
a do tecido 6sseo original da calota. Observou-se
infiltrado inflamatdrio leve, disperso pelo defeito e
predominantemente crénico. Resultados histologicos
semelhantes foram encontrados por Schmitt—Fournie
et al.* que ao avaliar a resina de poliuretana quanto a
sua compatibilidade, desempenho como protese e
veiculo para reparo 6sseo, demonstraram que este
material apresentava boas propriedades e desenvolvia
inclusive tecido dsseo em contato com proteses de
iliaco. Outros trabalhos realizados em animais tém
demonstrado a biocompatibilidade do polimero de
mamona com os tecidos vivos, apoés a realizacao de
implantes na regido subcutanea, na camara anterior
do olho e em defeitos 6sseos’121.25:27,

Neste estudo o polimero de mamona foi
utilizado como material de preenchimento, pois a sua

reabsorcao é tardia haja visto que apés 180 dias do
procedimento cirdrgico ainda existiam particulas do
polimero no interior da cavidade, além disto este
biomaterial se mostrou histologicamente
biocompativel. Resultados semelhantes foram
referidos por Ohara et al. % quando implantaram este
mesmo biomaterial no formato de cilindros em condilo
de coelhos, verificando, pela analise histoldgica, ndo
haver qualquer agresséo do 0sso a resina poliuretana
de mamona, seja reabsorvendo ou substituindo o
material. Por sua vez, Mendoza-Barrera et al.*® citaram
uma minima reabsor¢do do biomaterial, por acao
celular, quando injetado em defeitos de 1mm, na tibia
de ratos. Estes resultados contrapdem-se ao de
Leonel et al.*®* que relataram reabsor¢éo do polimero
de mamona pela acdo de macrdéfagos e posterior
substituicdo por tecido 6sseo, quando este foi
aplicado na forma de blocos para a reconstrucédo de
defeito segmentar de 2mm no arco zigomatico de
ratos. Também Roslindo et al.? 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.

Trés diferentes mecanismos biolégicos podem
levar ao processo de neoformacdo Ossea:
osteogénese, a osteoindugéo e a osteoconducéo?®. A
osteogénese implica no transporte de células dsseas
vivas junto com o material de preenchimento, estando
relacionada aos enxertos 6sseos autdégenos. Ja a
osteoinducgéo ocorre gragas a capacidade que alguns
materiais tém de induzir a diferenciagdo de células
mesenquimais pluripotentes em células
osteoprogenitoras.*®* A ocorréncia da osteoindugao €
relacionada principalmente ao uso dos enxertos
0sseos homdgenos secos e congelados, sendo que,
neste caso, a capacidade indutora deve-se a presenca
de proteinas existentes na matriz organica 6ssea?®.

Alguns biomateriais, como a hidroxiapatita e
certos polimeros, promovem a neoformagéo 0ssea
através do processo da osteoconducédo. Este
caracteriza-se pela capacidade de conduzir ou
direcionar a neoformagédo Ossea sobre e entre a
estrutura do material de preenchimento. Desta forma,
as superficies das particulas dos biomateriais servem
como uma matriz sobre a qual a reparacdo 0ssea
ocorre, sendo este fendbmeno provavelmente favorecido
pela penetracao de capilares sangiineos através dos
poros do biomaterial?®.

De acordo com o foi observado, o polimero de
mamona apresentou-se como um osteocondutor por
permitir o crescimento de tecido 0sseo sobre a sua
superficie externa e em meio a seus poros. Esta
capacidade de osteoconducéo foi observada nas
pecas cirdrgicas removidas nos animais sacrificados,
onde verificou-se que os poros do polimero
encontravam-se preenchidos por tecido conjuntivo rico
em células e capilares sangiiineos neoformados, o
que foi fundamental para a posterior deposi¢éo de
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tecido sseo maduro. O crescimento de tecido sseo
orientado sobre o polimero de mamona, que
comprovou a propriedade da osteoconducéo deste
material, também foi descrito em outros trabalhos*>%,
demonstrando que este biomaterial pode ser utilizado
para o preenchimento de defeitos dsseos.

CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo pode-se
concluir que o polimero de mamona apresentou-se
histomorfometricamente biocompativel e manteve o
espaco durante o processo de cicatrizacao de defeitos
de tamanho critico cirurgicamente preparadas em
calvarias de ratos.

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate the
behavior of the polymer histomorphometrically castor
during the healing process of defects of critical size
calvarial preparations in rats. Materials and Methods:
Twenty animals underwent a surgical procedure that
was to be held in the calvaria of each animal a critical
defect of 8 mm in diameter with a drill trephine. The
rats were divided into two groups according to the
following procedures: group C received no treatment
and the bone defect site was filled with blood clot,
group M, the bone defect was filled with castor oil
polymer particles. The animals were sacrificed 180
days after the surgical procedures. After routine
laboratory procedures the specimens were subjected
to analysis histomorphometric. Results: In groups C
the newly formed bone tissue was well developed, with
adjacent areas of osteoid matrix rich in osteoblasts,
and restricted to the vicinity of the edges of the defect.
In animals of group M was observed newly formed
lamellar bone tissue restricted to the vicinity of the
defect edges and particles of polymer Castor
distributed throughout the defect. There was a higher
percentage of newly formed bone area was statistically
significant in group C compared to animals in group
M. Conclusions: Within the limits of this study can
conclude that the castor oil polymer is biocompatible
and had kept the area during the healing of critical
size defects in surgically prepared rat calvariae.

UNITERMS: Wound Healing, Bone Regeneration,
Castor Bean, Materials Testing.
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