342

5- ARTIGO ORIGINAL

A ac&o do polimer o de mamona durante a neofor macao 6ssea’”

The action of the castor bean polymer during the bone neoformation

Elaine Cristina de Freitas L eonel?, Hélio Ferraz Porcitincula®, Josias de Andrade
Sobrinho®, Lizete Toledo de Oliveira Ramalho®, Paulo Davison Mangilli®, Abr&o
Rapoport’

1.Trabalho realizado no Laboratério de Histologia e Embriologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP.

2.Doutoranda em Ciéncias Médicas pela Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto — USP.

3.Professor Adjunto do Departamento de Morfologia da Facul dade de Odontologia de Araraquara— UNESP.

4.Professor do Curso de P6s-Graduag&o em Ciéncias da Salide do Hospital Heliépolis, Sao Paulo.

5.Professora Assistente Doutora do Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP.

6.Cirurgido-Dentista, estagiario da Faculdade de Odontologia de Araraquara— UNESP.

7.Coordenador do Curso de Pos-Graduag&o em Ciéncias da Salide do Hospital Helidpolis, Sdo Paulo.

RESUMO

OBJETIVO: Devido a importancia da cicatrizacdo dos defeitos que venham a acometer os
tecidos dsseos, este estudo tem o objetivo de avaiar a agdo do polimero de mamona durante a
neoformacdo Ossea.

METODOS: Para isto, um grupo de 45 ratos foi utilizado. Redizou-se a criagdo de um
defeito Gsseo na regido do arco zigomético de todos o0s animais, sendo que todos estes defeitos
foram preenchidos com o polimero de mamona. Decorridos periodos de 15, 30, 60, 90 e 120
dias, os animais foram sacrificados e seguiram-se as tramitagdes laboratoriais de rotina para
andlise histoldgica

RESULTADOS: Os resultados mostraram gque 0 polimero de mamona auxiliou no processo
cicatricial.

CONCLUSAO: Concluiu-se que o polimero de mamona auxiliou no processo regenerativo
do defeito Gsseo criado experimentalmente, atuando como um agente osteocondutor.

Descritores: Mamona. Polimeros. Osso e 0ssos. Materiais biocompativeis.

ABSTRACT

PURPOSE: Due the importance of the faults healing which may undertake bone tissues, this
study has the purpose of evaluate the action of the castor bean polymer during the bone
neoformation.

METHODS: For this, a group of 45 rats was used. So, a bone fault was created on the region
of the zygomatic arch of al animals, and these faults were filled out with the castor bean
polymer. Elapsed periods of 15, 30, 60, 90 and 120 days, the animals were sacrificed and the
current laboratorial course for the histological analysis proceeded as usual.

RESULTS: The results showed that the castor bean polymer helped in the healing process.
CONCLUSION: It was concluded that the castor bean polymer aided in the regenerative
process of the bone fault that was created experimentally, acting as an osteoconducter agent.
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I ntroducéo

O tecido 0Osse0 € fregUentemente acometido por defeitos causados por traumatismos,
patologias de origens e comportamentos variados, infec¢des e deformidades congénitas.

A correcéo dos defeitos decorrentes de perdas Osseas despertou o interesse de pesquisadores
deste assunto, de forma que métodos auxiliares foram propostos com o intuito de melhorar a
neoformacdo éssea. Fazem parte do grupo dos meios auxiliares os dispositivos de
osteossintese, como é 0 caso das placas, parafusos e fios metdicos, e os materiais de
preenchimento, representados pel os enxertos dsseos e biomateriais. E importante ressaltar que
os enxertos 6sseos sdo classificados de acordo com a diferenca genética existente entre os
organismos doadores e receptores, sendo classificados em autégenos (quando compostos por
tecido do proprio receptor), homogenos (obtidos de outro individuo da mesma espécie que o
receptor) e heterdogenos ou xendgenos (retirados de seres de uma espécie diferente do
receptor)’.

Devido a problemas relacionados com a obtencdo de quantidade ideal de suprimento 0sseo e
com a morbidade do sitio doador, no caso dos enxertos autégenos, e com a antigenicidade, em
relacdo aos homoégenos e heter6genos, uma grande variedade de materiais para
preenchimento, denominados de aoplasticos ou biomateriais, foram desenvolvidos. Os
biomateriais apresentam como propriedades a biocompatibilidade, o fato de ndo serem toxicos
ou carcinogénicos, possuirem resisténcia mecéanica, elasticidade e estabilidade guimica e
bioldgica . Assim, o grande desafio no estudo dos biomateriais é encontrar um material que
tenha um ato grau de semelhanca com o tecido vivo, de modo que o0 organismo possa
reconhecé-lo como parte de sua estrutura e ndo COmMo UM agressor ao Seu meio.

Desta forma, a partir de 1984, o Grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros da
Universidade de Sao Paulo, campus de Sdo Carlos, passou a desenvolver um polimero a base
de moléculas vegetais extraidas da mamona, com estrutura molecular semelhante a dos
0organismos vivos 2.

A formagdo de um polimero se da através da reacdo quimica entre um pré-polimero e um
poliol. A mamona possui um grande potencial oleoquimico, que garante o fornecimento de
polidis e pré-polimeros a partir da produc&o de &cidos graxos em larga escala 2. Além disto, o
0leo de mamona, também conhecido como Aleo de ricino, pode ser considerado como um
poliol natural por conter 03 radicais hidroxilas passivels de serem usados na sintese de
polimeros 2.

O polimero derivado do éleo de mamona possui uma férmula molecular que tem mostrado
compatibilidade com os tecidos vivos, apresentando aspectos favoraveis de processabilidade,
flexibilidade de formulacdo, versatilidade de temperatura de curva e controle de pico
exotérmico na transicdo liqlido-gel. Possui também excelentes propriedades estruturais, além
de nao liberar vapores e radicais toxicos quando implantados e ser de baixo custo 2.

A literatura apresenta trabalhos em que o polimero de mamona foi implantado em defeitos
0sseos, de modo que bons relatos sobre o seu comportamento clinico e biolégico tém sido
encontrados > 4.

Devido a0 crescente interesse pela utilizacdo dos biomateriais para o preenchimento de
defeitos 6sseos, este estudo tem como objetivo avaliar a acdo do polimero de mamona durante
aneoformagéo dssea.
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M étodos

Para a realizacdo deste estudo, utilizou—se de um grupo composto por 45 ratos adultos machos
(Rattus norvergicus), que foram submetidos a resseccdo de um segmento 6sseo do arco

zigomético direito para avaliagdo do polimero de mamona empregado para a reconstrugdo do

mesmo.

Para realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a anestesia geral,

através de aplicacdo intramuscular de solucdo anestésica derivada da quetamina, na dosagem
de 0,08 mililitros para cada 100 gramas de peso corporal. A seguir, foi feita ampla tricotomia
e anti-sepsia da area localizada abaixo da cavidade ocular do lado direito.

O acesso ao arco zigomaético foi realizado através de uma incisdo inicial de cerca de 1

centimetro na regido localizada abaixo do globo ocular, seguido de divulsdo do tecido

subcuténeo. Um segmento 6sseo de 2 milimetros foi entdo seccionado do arco zigomético

direito dos animais, dividindo esta estrutura anatdmica em duas por¢des. uma voltada para o
0sso maxilar e a outra voltada para o 0sso temporal.

Para 0 preenchimento do defeito Gsseo, empregou-se do polimero de mamona em forma de
blocos pré-polimerizados, que permitiram a escultura do mesmo a semelhanca do fragmento
0sseo removido. Para a fixacdo deste bloco aos cotos 0sseos remanescentes, no sentido de
evitar o seu deslocamento, foi utilizado um material resinoso, também derivado do 6leo de
mamona. Este material era obtido através da mistura entre 3,5 mililitros de poliol, 5 mililitros
de pré- polimero (ambos liquidos derivados do 6leo de mamona) e 5 gramas de carbonato de
cacio em pd. Decorrido um periodo médio de 6 minutos, a mistura apresentava-se na fase
adesiva, sendo entdo levada por uma cureta as interfaces entre o minibloco e os cotos 6sseos
remanescentes, unindo-os.

Por fim, realizou-se sutura dos planos interno e externo, com fio monofilamentado
reabsorvivel.

Os animais foram sacrificados ap0s periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias da cirurgiainicial,

sendo que em cada um destes periodos de tempo sacrificou-se 09 animais.

O sacrificio dos animais foi realizado através de injecdo intraperitoneal de uma sobredose da
substancia anestésica hidrato de cloral. Devido a fragilidade estrutural do arco zigomatico,

optou-se pela remocgdo das hemi-maxilas do lado direito, que foram colocadas para fixacéo
em solugdo de formol tamponado de Lillie a 10%, pH 7,4, por 48 horas. Em seguida, foram
lavadas por 24 horas em agua corrente e desmineralizadas em solucéo de Morse, por um

periodo de 30 dias.

As pecas foram lavadas em &gua corrente por 24 horas, neutralizadas em solucéo de sulfato de

sodio por 24 horas, lavadas novamente em agua corrente por mais 24 horas, reduzidas e
colocadas em alcool 70%.

Estas pecas passaram por tramitacéo laboratorial de rotina, sendo desidratadas em alcoois de
concentracdo crescente (4cool 80%, acool 90% e dcool absoluto), diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina para a realizagéo dos cortes em micrétomo rotatorio.

Readlizou-se entdo cortes seriados longitudinais com espessura de 6 ?m, os quais foram
corados pelo método da Hematoxilina e Eosing, que permite uma visdo gera da morfologia
celular.

A avdiacdo histologica dos eventos ocorridos foi feita de forma descritiva, utilizando-se de
um método semi-quantitativo baseado no conhecimento dos aspectos relacionados a
normalidade. Foi utilizado para esta analise um microscopio Optico de luz.

Para a determinacdo da eficacia do polimero de mamona durante a neoformacéo tecidual,

alguns parémetros foram verificados. Estes basearam-se na presenca de células caracteristicas
do processo inflamatorio, na formacéo de capsula fibrosa ao redor do material implantado, no
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tipo de tecido neoformado na regido e na persisténcia do material implantado em meio ao leito
receptor durante os periodos observados. Assim:

1) A inflamagdo foi classificada, de acordo, com sua intensidade em:

- ausente (+), quando na auséncia de células inflamatérias;

- moderada (++), devido a existéncia de algumas células inflamatdrias dispersas em meio a
area de estudo;

- severa (+++), devido a existéncia de grupamentos compostos por vérias células
inflamatorias junto ao material de estudo.

2) A formacao de tecido conjuntivo fibroso composto exclusivamente por fibras colagenas ao

redor do materia implantado também foi avaliada. Este tecido é conhecido como capsula
fibrosa e visaisolar os corpos estranhos dos tecidos vivos. A verificagdo da cdpsula fibrosa foi

considerada como:

- ausente (+), quando o polimero de mamona estava em contato com tecido 6sseo ou tecido

conjuntivo denso, composto por fibras e células;

- presente em algumas regides (++), quando a capsula fibrosa era encontrada em menos da
metade do perimetro referente a interface entre o polimero e o leito receptor;

- presente ao redor de todo o polimero (+++), isolando-os 0 assim do leito 6sseo receptor.

3) Como o polimero de mamona foi empregado como um método auxiliar a neoformacao

Ossea em meio aos defeitos criados experimentalmente, a avaliagdo da formagdo Ossea nesta
regido é de suma importancia. Assim, a neoformacéo ossea foi classificada como:

- ausente (+), quando ndo foi encontrado nenhum sinal de formagdo de tecido 0sseo na érea
estudada;

- incompleta (++), quando verificou — se na regido a formacdo de um tecido 6sseo imaturo,

rico em ostedcitos,

- completa (+++), quando da formacdo de um tecido 6sseo estruturado, do tipo lamelar, na
regido.

4) A avaliacdo da quantidade do polimero encontrada no leito receptor foi feita visando assim

determinar a existéncia ou ndo de uma progressiva substituicdo do polimero por tecido vivo.

A persisténecia do polimero em meio ao leito cirdrgico baseou-se na quantidade do mesmo

encontrada durante a avaliacéo, podendo ser classificada como:

- auséncia do polimero (+), sendo o mesmo totalmente substituido por tecido ¢sseo;

- persisténcia parcial (++), sendo encontrados apenas alguns fragmentos do polimero em meio

a0 tecido 0sseo neoformado;

- persisténciatotal (+++), devido a auséncia de substituicdo do polimero por tecido vivo.

Resultados

Nos grupos avaiados aos 15 e 30 dias poOs-cirurgia, observou-se a presenca de tecido
conjuntivo denso ao redor do polimero, sem associagdo com células inflamatérias. Este tecido
conjuntivo, que promovia a continuidade com o tecido 6sseo do leito receptor e que preenchia
varios poros do polimero, constituia=se por fibras colédgenas neoformadas, fibroblastos,
capilares sangliineos e alguns macréfagos (Figura 1).
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FIGURA 1 - Tecido conjuntivo (?) ao redor do polimero de mamona (?),

promovendo a continuidade com o tecido Gsseo do leito
receptor (?). H.E. 560x

Aos 60 dias, a quantidade do polimero encontrava-se reduzida, devido a substituicdo do mesmo
por tecido 6sseo neoformado do tipo primério (Figura 2). Os poros do polimero remanescente
encontravam-se ainda preenchidos por tecido conjuntivo denso, com alguns macrofagos.

FIGURA 2 - Tecido ésseo imaturo (? ) rodeando fragmentos do polimero (?). HE
350x

Aos 90 dias, uma consideravel parte do polimero havia sido substituida por tecido Gsseo,
permanecendo ainda fragmentos do polimero total mente rodeados por osso neoformado. Este
tecido 6sseo neoformado apresentava-se rico em ostedcitos, e em agumas regides era
delimitado por tecido conjuntivo denso (Figura 3).

FIGURA 3 - Tecido 6sseo neoformado (? ) rico em ostedcitos (?) e delimitado
por tecido conjuntivo denso(?). HE 700x
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No grupo de 120 dias, os resultados foram semelhantes para os descritos para 0 grupo
anterior. Alguns fragmentos do polimero podiam ser ainda vistos, em contato direto com o
tecido 6sseo neoformado, que era do tipo lamelar estruturado (Figura 4).
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FIGURA 4 - Tecido 0sse0 maduro (?) rodeando um pequeno fragmento do
polimero de mamona (? ). HE 450x

Os resultados obtidos com a utilizacdo do polimero de mamona para o preenchimento dos
defeitos Gsseos, com base nos parametros histol égicos analisados encontram-se resumidos na
Tabelal.

TABELA 1 - Avaliacdo dos parametros histol 6gicos utilizados para a determinacdo da
eficéacia do polimero de mamona na neoformagéo Gssea.

15dias 30dias 60 dias 90 dias 120 dias
Inflamagéo + + + + +
Capsula + + + + +
Neoformagcéo + + ++ ++ +++
Ossea
Persisténciado +++ +++ ++ ++ ++
polimero
Discusséo

O polimero de mamona utilizado neste estudo mostrou-se como um materia de
preenchimento adequado, uma vez que foi substituido por 0sso neoformado na medida em
gue foi sendo reabsorvido. Esta substituicdo e consegiente neoformacdo Ossea foi mais
evidente no periodo de andlise de 120 dias.

No presente estudo, ndo foi observado em nenhum dos periodos a presenca de células
inflamatorias. Os macréfagos, no entanto, foram encontrados em todos os periodos analisados
juntamente com fragmentos do polimero de mamona, sendo estas células Uteis na degradacdo
do materia implantado e relacionadas com a fibroplasia e neoangiogénese. 1sto ocorre porque
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0s macrofagos sdo capazes de liberar substancias que fazem com que células mesenquimais se
acumulem e proliferem no local do defeito.

Além disto, o tecido conjuntivo denso encontrado ao redor do polimero de mamona nos
periodos iniciais de observacdo ndo deve ser confundido com aquele tecido fibroso

responsavel por isolar corpos ndo biocompativeis. A principa diferenca entre estes dois
tecidos reside em suas morfologias, sendo que a cdpsula fibrosa € constituida exclusivamente
por fibras colagenas, enquanto que o tecido conjuntivo denso, semelhante ao encontrado neste
estudo, possui em sua composi¢do tanto fibras colagenas como uma grande populacéo celular,

gue posteriormente poderdo se diferenciar em célul as osteoprogenitoras.

A resposta do tecido 0Osse0 aos materiais implantados permite classifica-Hos como

biotolerantes, bioinertes ou bioativos. Os biotolerantes sdo agueles que apresentam na sua
interface uma camada de tecido fibroso; ja os bioinertes sGo 0s materiais que promovem um

contato direto com o tecido ésseo, enquanto que os bioativos sdo aqueles que estimulam o
crescimento 6sseo”.

A neoformacdo Ossea obtida apds o implante do polimero de mamona ocorreu através da
deposicdo inicial de uma matriz osteoide ndo mineralizada, que posteriormente originou um

tecido 0sseo lamelar.

No entanto, ndo é possivel afirmar que o processo de ossificacdo obtido neste estudo teve sua

origem devido a estimulagéo direta do polimero que foi utilizado para o preenchimento dos
defeitos criados cirurgicamente. Desta forma, este biomaterial pode ser considerado como

bioinerte, uma vez que permaneceu em meio ao defeito, evitando o preenchimento do mesmo

por tecido fibroso, sendo lentamente substituido por tecido 6sseo.

Trés diferentes mecanismos biol 6gicos podem levar ao processo de neoformagdo 6ssea, sendo

gue cada um deles apresenta caracteristicas especificas. Entre estes, encontram-se a
osteogénese, a osteoinducdo e a osteoconducdo ®. Um quarto mecanismo, denominado de
osteopromocdo, também pode ser citado, sendo que este envolve o uso de barreiras mecéanicas
de protecdo, que evitam o crescimento de tecido conjuntivo denso em meio ao defeito 0sseo,

permitindo que o mesmo seja repovoado exclusivamente por células osteoprogenitoras ’.

A osteogénese implica no transporte de células Gsseas vivas junto com o0 materia de
preenchimento, estando relacionada aos enxertos Osseos autogenos. E essencia que

determinadas condicBes sgjam observadas para a manutencdo da viabilidade das células
osteoprogenitoras durante o periodo da remocéo do enxerto do leito doador e sua inser¢cdo no

leito receptor. Entre estas, pode-se citar a necessidade de preservacdo dos enxertos em solucéo

salina normal ou de dextrose em agua a 5%, a manutencdo da temperatura ambiente inferior a
42°C e os riscos que determinados antibidticos e agentes esterilizantes trazem as células
Osseas ® °.

Ja a osteoinducdo ocorre gragas a capacidade que alguns materiais tém de induzir a
diferenciacdo de células mesenquimais pluripotentes em células osteoprogenitoras * ©. A

ocorréncia da osteoindugdo € relacionada principalmente a0 uso dos enxertos 0Sseos
homaogenos 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 neoformagao

Ossea através do processo da osteoconducdo. Este caracteriza—se pela capacidade de conduzir

ou direcionar a neoformagdo Gssea 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 Gssea ocorre, sendo este fendmeno provavelmente favorecido pela
penetracéo de capilares sangliineos através dos poros do biomaterial %13,

De acordo com o foi observado, o polimero de mamona apresentou-se como um

osteocondutor por permitir o crescimento de tecido 6sseo sobre a sua superficie externa e em

meio a seus poros. Esta capacidade de osteoconducéo foi observada precocemente, nas pegas
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cirargicas removidas dos animais sacrificados ap0s periodos de 15 dias, onde verificou-se que
0s poros do polimero encontravam-se preenchidos por tecido conjuntivo rico em células e
capilares sangliineos neoformados, o que foi fundamental para a posterior deposicdo de tecido
0sse0 maduro.

O crescimento de tecido 6sseo orientado sobre o polimero de mamona, que comprovou a

propriedade da osteoconducdo deste material, também foi descrito em outros trabalhos > 14,

demonstrando que este biomaterial pode ser utilizado para o preenchimento de defeitos
0SSe0S.

Conclusdes

O polimero de mamona mostrou-se como um material auxiliar ao processo regenerativo dos
defeitos 6sseos criados experimentalmente no arco zigomético de ratos, levando a formagdo
de tecido 6sseo maduro. A neoformacdo 6ssea ocorrida deveu-se principalmente ao fendbmeno
biol6gico da osteoconducdo, uma vez que o polimero de mamona permitiu o crescimento
tecidua em meio a seus poros e sobre sua superficie externa desde os periodos iniciais de
observagao.
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