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Avaliacao histoldgica do polimero derivado do 6leo de mamona
(Ricinus communis ) aplicado na diafise proximal da tibia de caes

Histological evaluation of polymer derived from castor oil bean
(Ricinus communis) in the tibia proximal diaphase in dogs
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Resumo

O presente trabalho teve por objetivo avaliar histologicamente a biocompatibilidade e osteointegragcdo do polimero derivado do
6leo de mamona (Ricinus communis) usado como substituto no preenchimento de falha 6ssea, provocada na diafise proximal
da tibia de cédes. Foi realizado um estudo experimental utilizando-se 20 caes, clinicamente sadios, que foram separados em
dois grupos de dez cada. O grupo 1 recebeu tratamento com a poliuretana de mamona (PDOM) e o grupo 2, sem tratamento,
foi utilizado como controle. Retirou-se um fragmento 6sseo na tibia com cerca de 10 x 5 mm de tamanho e a falha éssea
provocada foi preenchida no grupo 1 com a poliuretana derivada do 6leo de mamona. Para analises histolégicas, dois animais
de cada grupo foram eutanasiados aos oito, 30, 60, 120 e 180 dias apés a cirurgia. No exame histolégico nao foi obsevada
integragdo do PDOM no grupo tratado. O reparo do defeito dos animais do grupo controle ocorreu aos 30 dias. N&o foi
observada reacao tipo corpo estranho nem completo reparo dos defeitos tratados com o polimero.

Palavras-chave: substitutos 6sseos, biocompatibilidade, poliuretana de mamona.

Abstract

The present work evaluated the biocompatibility and osseointegration of the polymer derived from castor oil bean (PDOM) as a
bone substitute in the repair of bony defects in the tibia proximal diaphase in dogs. This experimental sudy was carried out with
20 clinically heathy dogs, divided in two groups consisting of 10 dogs each. One group had the 10 x 5 mm defect completely filled
with PDOM and the other did not receive any treatment, used as control. Material from two animals of each group were collected
in days eight, 30, 60, 120 and 180 after surgery for histological analysis. At the histological exam, a no integration of PDOM was
observed in the treated group. In the control group, the bone repair ocurred at 30 days after surgery. During the experiment no
foreign body reaction was observed, neither a complete filling of the bony defect in the animals treated with PDOM.

Keywords: bone substitute, biocompatibility, polymer derived from castor oil bean.

Introducéo

Em conseqiiéncia do desenvolvimento social e urbano, os
traumatismos sdo cada vez mais freqilientes, ocasionando
fraturas que apresentam perda de quantidade substancial de
0ss0. Assim, a busca por técnicas alternativas que permitam
a osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo torna-se
necessaria. E com este intuito que os pesquisadores buscam
técnicas que auxiliem na regeneracao dos tecidos e 6rgaos,
restabelecendo-lhes as fung@8es fisiolégicas. Em alguns
pacientes, a funcdo é restaurada apenas com a regeneragéo
tecidual, mas, em outros, € necessario o uso de préteses
(Ignacio, 1999).

Biomateriais, usados como substitutos 6sseos, devem
apresentar determinadas propriedades fisico-quimicas
compativeis com a fisiologia do osso (Najjar et al., 1991),
sendo que a procura por novas substancias tem se mostrado
um campo muito fértil para pesquisas biolédgicas, incluindo-
se os poliuretanos, um dos principais polimeros deste século
(Aradjo, 1998).

Em meados da década de 1980, o Prof. Dr. Chierice descobriu
um polimero vegetal derivado do 6leo de Mamona (Ricinus
communis). Apés alguns testes incipientes, verificou-se a
biocompatibilidade e atoxicidade deste polimero (Ohara et
al., 1995).
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A tendéncia mundial a procura de materiais biodegradaveis,
ndo-poluentes e derivados da biomassa fez com que as
pesquisas com polimeros derivados de 6leo de mamona
(PDOM), se tornassem um tema atual, abrindo assim novas
perspectivas para seu desenvolvimento (Aradjo, 1998).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a biocompati-
bilidade e osteointegracdo do polimero derivado do 6leo da
mamona (Ricinus communis), como substituto 6sseo no
preenchimento de falhas, provocadas na diéfise proximal da
tibia de cées.

Material e métodos

No estudo foram utilizados 20 cées, com idade entre 2 e 4
anos, machos e fémeas, clinicamente sadios, com estrutura
Ossea tibial normal, pesando entre 8 e 18 kg, provenientes do
canil experimental do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram separados
em dois grupos de igual nimero (tratado e controle) e alojados
em canis coletivos onde receberam racdo comercial, duas
vezes ao dia e 4gua a vontade.

Apos jejum de 12 horas, foi utilizado em todos os animais no
protocolo anestésico, que constou de acepromazinat (0,1 mg/
kg/IV) como medicagdo pré-anestésica e pentobarbital sédico
a 3%?2? em dose suficiente para indugdo e manutencao
anestésica durante o tempo cirdrgico.

No membro pélvico esquerdo de todos os animais, apos
tricotomia e antissepsia de rotina, foi feita a exposi¢do da
diafise proximal medial da tibia esquerda, por incisdo
longitudinal da pele e tecido subcutaneo da regido, segundo
Piermattei e Greeley (1988), evidenciando, desta maneira, a
parte do osso interessada, sendo o periosteo incisado e
descolado. Posteriormente, foi delimitado, com auxilio de
perfurador ortopédico elétrico e brocas de 1,5 mm, um
fragmento retangular de aproximadamente 10 mm x 5 mm de
tamanho, até atingir o canal medular. Este fragmento foi
retirado da tibia, com auxilio de um osteétomo e martelo e a
lesdo foi preenchida, no grupo tratado, com PDOM em
granulos compactos e no outro grupo a falha permaneceu
sem qualquer preenchimento, sendo utilizado como controle.
Os tecidos incisados foram suturados de maneira
convencional.

Para analises histolégicas, dois animais de cada grupo foram
eutanasiados aos oito, 30, 60, 120 e 180 dias de pés-
operatorio e por sec¢do transversal da tibia, foram obtidas
amostras do local da falha 6ssea, com cerca de 2cm de
extensdo. Foram fixadas em formol neutro tamponado a 10%
durante 40 dias. Os fragmentos foram descalcificados em
acido férmico a 10%, tamponado com citrato de sddio para
pH 4,5, sob vacuo moderado, com duragdo média de 90 dias,
guando, entdo, foram lavados em agua corrente durante 24
horas, desidratados em alcool 70, 80 e 90% por 24 horas, em
cada e em élcool 100% por 24 horas com uma repeticdo e

1 - Acepran 0,2% - UNIVET S.A. — IndUstria Veterinaria
2 - Pentobarbital sédico a 3%
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diafanizadas em dois banhos de xilol, por duas horas cada.
Em seguida foram embebidos em parafina e mantidos em
estufa, a 58°C durante uma noite e, entdo, incluidos. A seguir,
cortes de 5 micra de espessura foram obtidos em micrétomo
de rotacdo e montados em lamina de vidro. De cada bloco de
parafina foram obtidas duas laminas, coradas pela técnica
de hematoxilina-eosina e observadas ao microscépio 6ptico
(Luna, 1968). Nas andlises das secc¢bes histolégicas, foram
considerados: regeneracdo tecidual, com base nos graus de
necrose 6ssea nas bordas do defeito, proliferagao e
diferenciacdo celular no tecido cicatricial, formacdo 6ssea,
incorporacdo do PDOM ao o0sso e sua desintegracédo e
maturacdo do 0Sso novo.

Foi feita analise descritiva dos resultados, considerando o
padrdo de reparacdo Ossea, qualificando, desta maneira, a
presencga ou ndo de inducdo déssea, a biocompatibilidade e a
osteointegracdo do polimero.

Resultados

Ao exame histolégico dos fragmentos de tibia dos animais
tratados com o polimero derivado do 6leo de mamona,
constatou-se em dois animais eutanasiados aos oito dias de
pés-operatorio, em dois aos 30 dias e em um aos 60 dias o
deslocamento do implante para o canal medular.

Aos oito dias a falha mostrou-se parcialmente preenchida
com tecido de granulacdo, contendo poucas células
mononucleares (Figura 1A), enquanto que aos 30 e 60 dias o
tecido observado na falha era predominantemente
fibroelastico (Figura 1B). Ao redor do polimero observou-se a
formacéo de capsula de tecido conjuntivo fibroso (Figura 1B),
ndo sendo notada a presenca de osteoclastos nem células
gigantes do tipo corpo estranho. Além disto, nao foi observada
a formagédo de tuneis vasculares no interior do polimero.
Entretanto, em um caso, observou-se um osteoclasto préximo
ao implante (Figura 1C). No grupo controle foram evidenciados
tecido conjuntivo frouxo e tecido 6sseo neoformado. A
reparacdo da falha se deu a partir dos 30 dias, com tecido
Osseo trabecular preenchendo toda a falha.

Aos 120 e 180 dias a falha ainda estava presente nos animais
do grupo tratado, com pouco crescimento ésseo de origem
periosteal (um animal) e muito tecido conjuntivo préximo ao
polimero (Figura 1D). Em um animal do grupo tratado, aos
120 dias, observou-se um pequeno fragmento de polimero
sobre o qual havia crescimento de 0sso novo, porém, somente
em uma pequena area havia tunel vascular adjacente ao
polimero, e raras células osteogénicas (osteoblastos) podiam
ser observadas (Figura 1E). No mesmo periodo, os animais
do grupo controle ja apresentavam tecido 6sseo maduro na
falha 6ssea.

Aos 180 dias, no grupo tratado observou-se uma fina capsula
de tecido conjuntivo fibroso ao redor dos fragmentos do
polimero (Figura 1F).

Durante o experimento, ndo se observou rea¢éo do tipo corpo
estranho, nem o preenchimento completo do defeito désseo
nos animais tratados com polimero derivado do dleo de
mamona, a diferengca do grupo controle, onde houve
reparacgéo total.



Figura 1: Corte longitudinal da regido da falha 6éssea em céo do grupo tratado com
PDOM. A. Oito dias ap6s a cirurgia. Presenca de tecido de granulagdo e células
mononucleares (seta) preenchendo parcialmente a falha. HE, 160X. B. 60 dias
apds a cirurgia. Presenca de tecido fibroelastico compondo fina céapsula (seta)
ao redor do polimero (A) HE, 400X. C. 60 dias ap6s a cirurgia. Observa-se um
fragmento da poliuretana e um osteoclasto adjacente (circulo). HE, 400X. D.120
dias apds a cirurgia. Crescimento de 0sso novo (seta preta) préximo ao fragmento
de polimero (A). HE, 160X. E.120 dias ap6s a cirurgia. Fina capsula de tecido
conjuntivo fibroso (seta preta) ao redor do polimero (A), formagéo de tunel
vascular (circulo) e crescimento de 0sso novo (seta branca). HE, 400X. F.180 dias
apds a cirurgia. Fina capsula de tecido conjuntivo fibroso (seta preta) ao redor

dos fragmentos de polimero (A).

Discussao

As caracteristicas do PDOM citadas por Ohara et al. (1995),
Carvalho etal. (1997), Ignacio et al. (1997), Silva (1997), Araujo
(1998), Ignacio (1999) determinaram sua utilizacdo nesse
modelo experimetnal; além disso, envolve tecnologia nacional,
baixo custo e matéria-prima natural, existente em abundancia
no Brasil.

Ota (1989) atribuiu grande importancia a porosidade dos
implantes oriundos do polimero, pois observou crescimento
Gsseo através desses implantes. Tal fato poderia ser relevado
em ortopedia, pois varios autores (Ignacio, 1995, Vilarinho et
al., 1996, Ignacio, 1999, Accetturi et al., 2000) utilizaram
implantes porosos com excelentes resultados. Entretanto,
este fato ndo foi confirmado no presente experimento, pois,
apesar do polimero estar na forma de granulos compactos,
isto ndo facilitou o crescimento dsseo em seu interior.

Osteointegracao foi definida por Lamano Carvalho et al.
(1997b) como uma estrutura conectiva direta e funcional entre
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0 0sso organizado e a superficie do material
implantado e tal caracteristica também foi
atribuida ao polimero de mamona por Nacul et
al. (1998). Ignéacio (1995) e Lamano Carvalho
(1997a) observaram osteoconducdo. Fato
contrario foi observado neste experimento, ja
que com todos os métodos de analise
utilizados, ndo se observou a reparacédo da
falha, nem a interagcdo polimero-osso.

Oliveira et al. (1995) notaram auséncia de
reacdo inflamatéria e formacéo parcial de tecido
6sseo no grupo tratado, em contraste com o
grupo controle que teve formacao Ossea total.
Tal fato condiz com os resultados deste expe-
rimento, no qual a formacédo 6ssea do grupo
controle também foi total. No grupo tratado com
PDOM, néo se observou reparacao do defeito
(Figura 1A), sugerindo, assim, o retardamento
da reparacdo 6ssea induzido pelo polimero.

Os resultados obtidos foram diferentes dos
verificados por Ohara et al. (1995), no que se
refere a interagdo entre o PDOM e o tecido
dsseo, ja que durante o periodo experimental,
estava rodeado por fina capsula de tecido
conjuntivo fibroso (Figura 1F) e, por vezes,
observaram-se fendas que o isolavam dos
tecidos adjacentes.

O implante de polimero preencheu a cavidade
formada e permaneceu biocompativel, porém
interferiu com a reparacgao 6ssea, fato também
observado por Ignéacio (1999), indicando que o
material comportou-se como um espacgador
biolégico, apesar de interferir no processo de
reparacdo 6ssea. Outro fato observado foi a
presenga de osteoblastos nas adjacéncias do
polimero quando este se apresentava em
fragmentos menores, demonstrando ag¢édo das
células da linhagem osteogénica sobre o im-
plante quando se apresentava com dimensdes
menores.

A nédo-reabsorgdo da poliuretana de mamona,

também observada por Lamano Carvalho et
al. (1997a,b) e Accetturi et al. (2000), foi confirmada pela sua
presenca aos 180 dias de observacdo. No experimento de
Teixeira (1995) e nos de Lamano Carvalho et al. (1997a,b)
houve osteogénese progressiva com a presenca de raros
osteoblastos e encapsulamento dos granulos do polimero
por uma fina capsula de tecido conjuntivo fibroso nas primei-
ras seis semanas. A auséncia de reparacdo 0ssea, neste
experimento, pode ser devida a diferenca dos tipos de polimero
utilizado, haja vista que alguns autores utilizaram o polimero
associado ao carbonato de célcio, no qual se observou apés
sua implantagdo, uma maior regeneracéo 6ssea.

A presenca de células inflamatérias nos periodos iniciais de
implantacéo, com predominio de mononucleares e regresséo
no decorrer do experimento, foi observada em camundongos
por Vilarinho (1995), Vilarinho et al. (1996), Costa et al. (1997).
O mesmo fendmeno ocorreu nos cédes deste experimento e,
apesar de tratar de espécies diferentes, acredita-se que a
presenca dessas células reflete o processo inflamatério
decorrente do trauma cirdrgico (Figura 1E).
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Os resultados histologicos deste experimento confrontam,
de um certo modo, os achados de Lamano Carvalho et al.
(1997a,b), que observaram células da linhagem osteogénica
e indicios de formacgdo de cépsula conjuntiva e reparagéo
6ssea. Nos implantes na tibia de cées, houve formacgéo de
capsula fibrosa (Figura 1F), presente até os 180 dias de pos-
operatorio, sem a presenca de reparagdo. Concordando com
os resultados de Caruzo et al. (1995) que citam a longa
persisténcia do material e o retardamento da reparacéo 6ssea.
Percebe-se, portanto, que o polimero ndo possui agéo
osteocondutora nem osteoindutora.

Chierice (1994) e Araljo et al. (1996) relataram que a mamona
é identificada pelo organismo como um lipidio, exigindo um
processo enzimatico para a regeneragdo tecidual, sendo
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desconhecido o tempo necessario para uma completa
metabolizacdo do polimero. Ndo se pdde determinar o tempo
de metabolizag&o neste experimento, uma vez que até a Ultima
observacé@o o polimero ainda se fazia presente. Mas quando
o polimero se apresentou em fragmentos menores, houve a
aproximacdo de osteoclastos e sua fagocitose.

ConclusBes

Nas condicdes do presente estudo e com base nos
resultados obtidos, pode-se concluir que, histologicamente,
ndo ha rejeicdo ao polimero nos animais tratados,
caracterizando biocompatibilidade e n&do ocorre reparagéo
O6ssea nas lesdes preenchidas com o polimero.
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